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RESUMEN

La diarrea epidémica porcina (DEP) es una enfermedad entérica aguda de los
cerdos, causada por un coronavirus, afecta de forma mas severa a los cerdos
neonatos, alcanzando una morbilidad y mortalidad de hasta el 100%. En México
hay una limitada disponibilidad, mejora y adaptacion de técnicas para el estudio de
la enfermedad, por lo que el objetivo del estudio fue generar un sistema de
expresion para la proteina N del vDEP en el sistema de expresion de E. coli y
emplear la proteina purificada para llevar a cabo estudios serolégicos. Para
comprobar la capacidad antigénica de la proteina recombinante N se analizé la
respuesta humoral (IgG e IgM) de dos grupos de cerdos (G1-Sin inmunidad y G2-
Con inmunidad) mantenidos bajo condiciones de aislamiento durante 21 semanas
post infeccién con el vDEP, empleando un ELISA indirecto y Western blot.
Mediante el mismo procedimiento, se analizaron las proteinas S y M del vDEP
producidas previamente. Se obtuvo una proteina purificada de 70 kDa. Se
analizaron 234 sueros mediante ELISA indirecto, detectando anticuerpos IgG e
IgM desde la primera semana post infeccion (spi) y manteniéndose hasta las 21
spi en el G1-Sl, observando tendencia a incrementar a través del tiempo. En el
G2-Cl se detectaron anticuerpos IgG e IgM desde el primer muestreo, se observé
una tendencia a disminuir para IgG en la primera spi y una tendencia a
incrementar a través del tiempo para IgM. Por medio de Western blot se confirmé
la cinética de produccion de anticuerpos (IgG) al detectar la proteina N del vDEP
con un peso de 70 kDa, lo que coincide con los resultados del ELISA indirecto. La
amplia duracion y deteccion de anticuerpos IgG e IgM contra la proteina N del
vDEP en muestras de suero, proporciona informacion oportuna sobre la
exposicidon y la respuesta inmune en cerdos en crecimiento, siendo una

herramienta importante para la vigilancia, prevencion y control de la enfermedad.



ABSTRACT

Porcine epidemic diarrhea (PED) is an acute enteric disease of pigs, caused by a
coronavirus; it affects more severely the neonate pigs, reaching a morbidity and
mortality of up to 100%. In Mexico there is limited availability, improvement and
adaptation of techniques for the study of the disease, so the objective of the study
was to generate an expression system for the N protein of the vDEP in the E. coli
expression system and to use the purified protein to carry out serological studies.
To verify the antigenic capacity of the recombinant protein N, the humoral
response (IgG and IgM) of two groups of pigs (G1-Without immunity and G2-With
immunity) maintained under isolation conditions for 21 weeks post-infection with
the PED virus was analyzed. An indirect ELISA and Western blot were used. Using
the same procedure, the previously produced DEPV proteins S and M were
analyzed. A purified protein of 70 kDa was obtained. 234 sera were analyzed by
indirect ELISA, detecting IgG and IgM antibodies from the first week post infection
(wpi) and maintaining up to 21 wpi in the group 1, observing a tendency to increase
over time. In the group 2 IgG and IgM antibodies were detected from the first
sampling, a tendency to decrease for IgG in the first wpi and a tendency to
increase over time for IgM was observed. Through Western blot the kinetics of
antibody production (IgG) was confirmed by detecting the N protein of DEPV with a
weight of 70 kDa, which coincides with the results of the indirect ELISA. The long
duration and detection of IgG and IgM antibodies against the N protein of DEPV in
serum samples, provides timely information on the exposure and immune
response in growing pigs, being an important tool for the surveillance, prevention

and control of the disease.



1. INTRODUCCION.

La diarrea epidémica porcina (DEP) es una enfermedad viral no zoonética de los
cerdos, causada por un coronavirus y caracterizada por ocasionar diarrea acuosa
y pérdida de peso en cerdos de todas las edades. Afecta de forma mas severa a
los cerdos neonatos, alcanzando una morbilidad y mortalidad de hasta el 100%,
conforme aumenta la edad la mortalidad disminuye. Se trata de una enfermedad
infectocontagiosa que se transmite principalmente por ruta fecal y oral. En
términos clinicos, se asemeja a otras formas de gastroenteritis porcina con signos
como anorexia, vomito, diarrea y deshidratacidn. La prevencion y el control se
centran en una bioseguridad estricta y en la deteccion temprana. No existe

tratamiento especifico para la enfermedad (OIE 2014).

La presentacion clinica de la infeccion por el virus de la DEP (vDEP) en cerdos
puede variar en gravedad y puede no distinguirse de otras causas de diarrea. Los
signos clinicos dependen de la edad de los cerdos, la exposicidn previa, el estatus
inmunoldgico de los cerdos y la presencia de infecciones secundarias. Dado que
los signos de la infeccién por vVDEP son clinica y patolégicamente indistinguibles
de los causados por el virus de gastroenteritis transmisible, deltacoronavirus
porcino, rotavirus; por bacterias (Clostridium spp., E. coli, Salmonella spp.,
Brachyspira spp., Lawsonia intracellularis, etc.) o por parasitos (Isospora suis,
Cryptosporidium spp., nematodes, etc.), el diagnéstico de la DEP no puede
realizarse unicamente con base en los signos clinicos y lesiones histopatolégicas.
Por lo tanto, el diagnéstico diferencial para confirmar la presencia de vDEP y/o sus
antigenos debe realizarse en el laboratorio para obtener un diagndstico definitivo.
Una variedad de métodos de deteccion del vDEP, incluyen pruebas de
inmunofluorescencia (IF) o inmunohistoquimica (IHC), hibridaciéon in situ,
microscopia electrénica, aislamiento viral, ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) y
varias técnicas de reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Para la
deteccion de anticuerpos de vDEP, se utilizan anticuerpos fluorescentes indirectos
(IFA), ELISA y pruebas de neutralizacién viral (OIE 2014; Lee, 2015).



Respecto a los ensayos ELISA existen disefios diferentes, con técnicas de tipo
indirecto, competitivo o de bloqueo. Pueden estar basados en antigenos
completos o en proteinas recombinantes del vVDEP (N, S o M) expresadas en
bacterias y, por lo general, las sensibilidades y especificidades que se les asocian
son elevadas. Las muestras sobre las que se pueden emplear estas técnicas de
deteccion indirecta incluyen suero, leche, calostro, heces o fluidos orales y pueden
estar dirigidas frente a inmunoglobulinas de diferentes subtipos, IgM, IgG o IgA
(Diel et. al, 2016).

Las proteinas recombinantes son obtenidas en células distintas a las que se
producen naturalmente a partir de la expresion de genes clonados. Pueden
expresarse utilizando sistemas procariotas (Escherichia coli y Bacillus subtilis),
sistemas eucariotas (levaduras, células de insecto y células de mamifero) o
sistemas in vitro. El sistema de E. coli es el hospedador de primera eleccion para
la expresion de proteinas recombinantes, ya que estas células pueden
manipularse facilmente, se cultivan de forma econdémica y crecen rapidamente. En
los ultimos afos, se han desarrollado nuevas cepas, vectores y etiquetas para
superar las limitaciones de este sistema, que incluyen sesgo de codones,
formacion de cuerpos de inclusion, toxicidad, inactividad proteica, inestabilidad del

ARN mensajero y falta de modificacion postraduccional (Baolei y Che Ok, 2016).

La produccién de proteinas recombinantes permite obtener: proteinas animales en
organismos facilmente cultivables, grandes cantidades de proteina, de una forma
mas facil y sobre todo reproducible, en comparacién con el obtenido por extraccion
a partir de su fuente natural y proteinas libres de patégenos y otros riesgos
potenciales. Hasta el momento, se han utilizado varios sistemas de expresion para
producir proteinas recombinantes del vDEP, tales como células de mamifero,
plantas transgénicas, levaduras y E. coli. A pesar de la ausencia de
modificaciones postraduccionales (tales como fosforilacion, acetilacion y
glicosilacion), la expresion de proteinas recombinantes en E. coli tiene muchos
beneficios significativos sobre otros sistemas de expresion en términos de costos,
facilidad de uso y escala, ademas de que podrian ser utiles en la implementaciéon
de un ensayo de diagnéstico (Da-Chuan et. al, 2016).
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Recientemente, se ha desarrollado un ELISA indirecto basado en la proteina S1
recombinante para detectar anticuerpos anti-vDEP. Este método es una
herramienta util, sensible y especifica para la deteccién de anticuerpos 1gG e IgA
anti vDEP-S en muestras de suero y calostro (Gerber et. al, 2014). La expresion
de la proteina S1 truncada de vDEP en el sistema de E. coli produjo anticuerpos
monoclonales que reaccionaron con VDEP en el ensayo de anticuerpos

fluorescentes.

En otro estudio, se evaluo la sensibilidad y especificidad para el diagnodstico de la
infeccion por diarrea epidémica porcina de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
basado en la proteina recombinante de nucleocapside (N) generada en

Escherichia coli, obteniendo buenos resultados (Hou et. al, 2007).

En México no existe ningun estudio relacionado con la produccién de proteina N
recombinante de vDEP, desde que se detectd en el pais en el afo 2013. Con la
produccion de una proteina recombinante se puede apoyar en el diagnostico,
vigilancia y prevencion de la enfermedad y en el estudio de las nuevas cepas
virales. Por lo tanto, el presente estudio, tiene como objetivo generar un sistema
de expresioén para la proteina N del virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP)
en E. coli, el cual fue obtenido en brotes de la DEP en México y emplear la
proteina purificada para llevar a cabo estudios seroldégicos con cepas virales

circulantes en el pais.
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2. MARCO TEORICO.

2.1Transmisién de la DEP.

La infeccion por el vDEP entre los cerdos se produce principalmente por via fecal-
oral directa o indirecta. La transmision aérea también puede desempenar un papel
en la diseminacion del vDEP bajo ciertas condiciones (Alonso et. al, 2014). El
VDEP puede entrar principalmente en las granjas por heces o vomitos y fuentes
contaminadas del medio ambiente a través de cerdos clinica o subclinicamente
infectados, traileres (transporte de cerdos, estiércol o alimentos), personas
(propietarios de cerdos o visitantes, tales como profesionistas o conductores de
traileres, en ropa de trabajo y calzado contaminados), o animales salvajes y aves
(Saif et. al, 2012; Lowe et. al, 2014).

Después de un brote agudo (epidémico), el vDEP puede: a) desaparecer; b)
permanecer en la unidad de parto debido a un manejo inadecuado de la higiene
(por ejemplo, desinfeccidn inadecuada y bioseguridad deficiente); c) persistir en
los cerdos en las unidades de destete o crecimiento-finalizacidén, en estas etapas
el virus se encuentra circulando, causando diarreas leves después del destete con
tasas de mortalidad muy bajas. En este estado endémico, si los cerdos recién
nacidos no pueden obtener inmunidad materna suficiente de sus madres debido a
la vacunaciéon incompleta de la cerda o a un rendimiento defectuoso de la
lactancia debido a la mastitis o agalactia, el virus que circula en la granja infectara
a los lechones susceptibles, que sirven de fuente de recurrencia de los brotes
epidémicos, mismos que conducen a una alta mortalidad de cerdos (Park et. al,
2011).

2.2Patogénesis.

El vDEP infecta y se replica principalmente, en los enterocitos (vellosidades
intestinales) del intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon). La infeccion resulta
en la destruccion del epitelio intestinal con posterior acortamiento de las
vellosidades, causando diarrea acuosa que dura aproximadamente una semana.

Otros signos clinicos incluyen vomito, anorexia y fiebre. Cerdos de todas las
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edades son susceptibles, pero los signos son mas graves en lechones lactantes
de menos de una semana de edad con tasas de mortalidad que a menudo se
aproxima al 100%. Las tasas de mortalidad en cerdos destetados son mucho mas
bajas (1-3%), mientras que la mortalidad no se ha observado en cerdos de
engorde (Li et. al, 2016). Aunque las razones por las que vVDEP causa una
enfermedad mas grave en lechones lactantes en comparacién con los cerdos
destetados no se han aclarado por completo, la regeneracion mas lenta de
enterocitos en cerdos neonatales puede ser un factor importante (Moon et. al,
1973).

2.3Signos clinicos.

El vDEP puede infectar cerdos de todas las edades, causando diarrea acuosa y
vomito acompanado de anorexia y depresion. La morbilidad se aproxima al 100%
en los lechones, pero puede variar en cerdas. El periodo de incubacion del vDEP
es de aproximadamente 2 dias, variando de 1 a 8 dias, dependiendo de las
condiciones de campo o experimentales. El intervalo entre el inicio y el cese de los
signos clinicos es de 3-4 semanas (Saif et. al, 2012). La excrecién por la via fecal
del vDEP va de las las 48 horas hasta las cuatro semanas. La gravedad de la
enfermedad y la tasa de mortalidad es inversamente asociada con la edad de los
cerdos (Shibata et. al, 2000). La infeccion por vDEP en lechones de hasta 1
semana de edad causa diarrea acuosa intensa y vomitos durante 3-4 dias,
seguida de grave deshidratacion y desequilibrio electrolitico que conduce a la
muerte. La mortalidad en promedio es del 50%, a menudo se aproxima al 100% en
los lechones de 1 a 3 dias de edad. En los animales mas grandes, incluidos los
cerdos de destete-crecimiento-engorda-finalizacién, los signos clinicos son
autolimitados, en la primera semana después de la aparicién de la enfermedad.
Sin embargo, la infeccion puede afectar el crecimiento de los cerdos. Las cerdas
pueden o no tener diarrea y a menudo manifiestan signos depresivos y anorexia.
Si las cerdas paridas pierden su camada, pueden sufrir trastornos reproductivos,
como agalactia o retraso del celo (Lee, 2015).
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2.4l esiones.

Las lesiones macroscopicas se limitan al tracto gastrointestinal y se caracterizan
por estomago distendido lleno de leche cuajada, paredes intestinales delgadas y
transparentes con acumulacion de liquidos amarillentos. Las caracteristicas
histolégicas distintivas de la infeccion por vDEP incluyen enteritis atréfica difusa
grave, hinchazén de enterocitos vellosos superficiales con vacuolacion
citoplasmica leve, necrosis de enterocitos dispersos seguida de desprendimiento y
contraccion de la lamina propia subyacente que contiene células apoptéticas (Lee
et. al, 2015). Las vellosidades intestinales se reducen a dos tercios o0 mas de su
longitud original (la proporcion de la altura de las vellosidades a la profundidad de
la cripta cambia a menos de 3:1 en los cerdos afectados) con la extension de la
patologia dependiendo de la etapa del proceso de infeccion o enfermedad (Jung
et. al, 2014).

2.5Epidemiologia.

La enfermedad entérica de los cerdos reconocida a principios de los afios setenta
en Europa se describié inicialmente como "diarrea viral epidémica" y ahora se
denomina "diarrea epidémica porcina (DEP)". Se determind, a finales de los afios
setenta, que el coronavirus denominado virus de la DEP (vDEP) era el agente
etiolégico de esta enfermedad. Desde entonces, se ha notificado la enfermedad en
Europa y Asia, pero los brotes mas graves se han producido predominantemente
en los paises productores de cerdos asiaticos. Mas recientemente, el vDEP
aparecio por primera vez a principios de 2013 en los Estados Unidos, lo que causo
alta morbilidad y mortalidad asociada con la DEP, afectando notablemente la
produccion de cerdos en los Estados Unidos y extendiéndose a Canada y México.
Poco después, las epidemias de DEP a gran escala se repitieron en la industria
del cerdo en Corea del Sur, Japon y Taiwan. Estos brotes recientes y la
reaparicion global de la DEP requieren atencidon urgente y una comprension mas

profunda de la biologia del virus y de los mecanismos de patogenia (Lee, 2015).
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En México, el Servicio Nacional de Salud, Seguridad Alimentaria y Calidad de los
Alimentos (SENASICA) desarroll6 un muestreo epidemiolégico en cerdos de
finalizacion, engorda, reproductores y animales de traspatio que exhibian signos
clinicos. En la investigacion realizada entre agosto de 2013 y mayo de 2014, 2309
muestras fueron analizadas por PCR en tiempo real, de las cuales el 30% fueron

positivas (Trujillo et. al, 2016).

2.6 Agente etioldgico.

El agente etiologico de la DEP, es un virus ARN envuelto, es miembro del género
Alfacoronavirus dentro de la familia Coronaviridae, esta clasificado en la familia
Arteriviridae en el orden Nidovirales. El genoma de vDEP tiene aproximadamente
28 kb de longitud con una cap %', una cola poliadenilada 3' y comprende una
region no traducida (UTR) 5°, contiene al menos 7 marcos de lectura abiertos
(ORF1a, ORF1b y ORF2-6), y una UTR 3". Los dos ORFs grandes 1a 'y 1b ocupan
los dos tercios proximales 5' del genoma que codifican las proteinas no
estructurales (nsps). La traduccion del ORF1a produce una poliproteina replicasa
(pp) 1a, mientras que el ORF1b se expresa mediante un desplazamiento de marco
ribosomal-1 (RFS), que extiende C- terminalmente pp1a en pp1ab. Estas pplay
pplab se escinden posterior a la traduccion por proteasas internas generando 16
productos finales de procesamiento, denominados nsp1-16. Los restantes ORFs
en la region del genoma proximal 3' codifican cuatro proteinas estructurales
expresadas a partir del respectivo conjunto anidado 3'-co-terminal de mARNs
subgendmicos (sg): la proteina glicosilada spike (S) de 150-220 kDa, proteina de
membrana (M) de 20-30 kDa, proteina de la envoltura (E) de 7 kDa, proteina de la

nucleocapside (N) de 58 kDa y un gen accesorio ORF3 (Lee, 2015).

El genoma del vDEP estd encapsulado por las proteinas N, formando una
estructura de bobina larga y helicoidal que se envuelve en una envoltura lipidica
que contiene tres proteinas estructurales asociadas a la superficie, S, My E. Los
viriones envueltos son aproximadamente esféricos y pleomarficos con un diametro

comprendido entre 95 y 190 nm, incluyendo las proyecciones S trimerizadas,
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ampliamente espaciadas, en forma de disco, que miden de 18-23 nm de longitud.
El vDEP es sensible al éter y al cloroformo, es estable a 4-50 °C y se inactiva
completamente a valores de pH superiores al intervalo de pH 4-9. Por lo tanto, es

inactivado por varios desinfectantes acidos o alcalinos (Lee, 2015).

2.6.1 Ciclo de replicacion.

El vDEP se une a través de la proteina spike a la pAPN (aminopeptidasa porcina
N). La regién N-terminal del dominio S1 de la proteina spike de vDEP es
importante para reconocer el receptor de pAPN. La penetracion y la liberacion
ocurren después de la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica
mediada por la proteina S. Después del desnudamiento del virus, el genoma viral
se libera en el citoplasma y se traduce inmediatamente para producir replicas pp1a
y ppl1ab. Estas poliproteinas se escinden proteoliticamente en 16 proteinas no
estructurales (nsps) que comprenden el complejo de replicacion y transcripcidon
(RTC), que primero se emplea en la sintesis de ARN de cadena negativa
utilizando ARN gendémico. Se producen ambas hebras de longitud completa y de
longitud subgendmica (sg) y se utilizan para sintetizar ARN genémico de longitud
completa y mARNs subgendmicos. Cada mARN subgendmico se traduce para
producir solo la proteina codificada por el ORF positivo 5' del mMARN subgendmico.
Las proteinas S, E y M de la envoltura se insertan en el RE y se anclan en el
aparato de Golgi. La proteina N interactua con el ARN gendmico recién sintetizado
para formar complejos helicoidales de ribonucleoptroteinas (RNP). El virus de la
progenie se ensambla por brotacion de la RNP preformada en el compartimiento
intermedio RE-Golgi (ERGIC) y luego se libera por la fusion de tipo exocitosis de
vesiculas de pared lisa que contienen viriones con la membrana plasmatica
(Figura 1). Los virus pueden ajustar la actividad de los factores celulares o vias de
sefalizacion para beneficiar su propia multiplicacion en las células hospedadoras
(Lee, 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de replicacion del vDEP

2.6.2 Proteina N

2.6.2.1 Caracteristicas estructurales de la proteina N.

Comparaciones realizadas entre las secuencias de aminoacidos, han demostrado
que la proteina N de los Coronavirus (CoV) posee tres dominios distintos y
altamente conservados: dos regiones estructurales plegadas independientemente,
el dominio N terminal (NTD / dominio 1) y el dominio C-terminal (CTD / dominio 3),
que estan separados por una region central intrinsecamente desordenada
(dominio de unién a ARN / dominio 2); los tres dominios, se ha demostrado en
diferentes CoV, sirven para unirse al ARN viral (Chang et, al, 2015). Debido a su
alta carga positiva y naturaleza flexible, hay evidencia de la importancia funcional

de las regiones intrinsecamente desordenadas en las proteinas para modular la
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transcripcion, la traduccion y las modificaciones postraduccionales, como la
fosforilacion y sefializacion celular (Dyson y Wright, 2005).

El CTD es hidrofobico, rico en hélices alfa. Este dominio también se denomina
dominio de dimerizacion porque contiene residuos responsables de la
autoasociacion para formar homodimeros, asi como homo-oligdmeros a través de
un mecanismo de intercambio de dominios. La oligomerizacion de la proteina N es
necesaria para producir una conformacion estable porque en su forma
monomeérica, el CTD se pliega en una conformacion extendida con una gran
cavidad en su centro, por lo que es inestable. La autoasociacion de la proteina N
se ha observado en muchos virus y se requiere para la formacién de la capside
viral que protege el genoma viral (Surjit et. al, 2004). El fuerte caracter
electrostatico de los residuos de lisina y arginina cargados positivamente indica
que la union se basa en interacciones entre la proteina con carga positiva y el
acido nucleico con carga negativa. Al mantener los dominios de unién de ARN
muy proximos al CTD, es posible la formacién de un gran centro de nucleocapside
helicoidal (Chen et, al, 2007).

2.6.2.2 Funciones de la nucleocapside.

El papel principal de la proteina N de CoV es empaquetar el genoma viral en
complejos largos y flexibles de ribonucleoproteina helicoidal (RNP) llamados
nucleocapsides o capsides. La nucleocapside protege el genoma y garantiza su
replicacion oportuna y transmisién segura. Durante el ciclo de replicacion del virus,
multiples copias de la proteina N interactuan con las moléculas de ARN, lo que
indica un papel para la proteina N en la transcripcion y traducciéon del virus (De
Haan y Rottier, 2005).

Los viriones de CoV contienen tres proteinas de envoltura, M, E y S, y una
nucleocapside viral, que consiste en ARN gendémico y proteina N, dentro de la
envoltura viral. EI ensamblaje de viriones CoV no solo requiere la dimerizacion de
la proteina N de CoV y la asociacion con el ARN gendémico viral para formar
RNPs, sino también las interacciones proteina-proteina entre las cuatro proteinas

estructurales, asi como una envoltura de membrana del hospedador obtenida del



18

sitio de gemacién. Los CoV adquieren su envoltura lipidica mediante la gemacion
de la nucleocapside a través del reticulo endoplasmatico (ER): membranas del

compartimiento intermedio de Golgi (ERGIC) (Lépez et. al, 1994).

Se ha propuesto que la formacion de un complejo viral replicasa-transcriptasa de
iniciacion en el extremo 3' del genoma requiere proteina N para unir ARN
gendmico a la replicasa recién traducida a través de su interaccidn con la proteina
no estructural 3 (nsp3). Teniendo en cuenta que el inicio de la sintesis de cadena
negativa es el primer paso tanto en la replicacion genomica como en la
transcripcion, es probable que esta interaccion N-nsp3 sea importante en ambos
procesos de sintesis de ARN. También se ha propuesto que la proteina N
mantiene la transcripcion en curso a lo largo de la infeccion (Hurst et. al, 2010).
Las proteinas chaperonas del ARN ayudan al plegamiento apropiado de los acidos
nucleicos. La actividad de chaperonas se ha postulado como una actividad general
de la proteina N de todos los CoV y que esta misma actividad aumenta la sintesis
de ARN (Zuniga et. al, 2010).

La desregulacion del ciclo celular es una estrategia comun adoptada por muchos
virus ARN. La proteina N modula el ciclo de la célula hospedadora permitiendo al
virus utilizar las materias primas celulares para la replicacion de su genoma, el
ensamblaje y la gemacion de las particulas de la progenie (Surjit et. al, 2006).

La proteina N juega un papel importante en la patogénesis viral. Los coronavirus
parecen haber desarrollado mecanismos para inhibir la respuesta inmune innata
del hospedador, incluida la respuesta del interferon (IF), un componente principal
de la inmunidad innata. La proteina N es uno de los tres antagonistas del
interferon B (IFB), siendo ORF3b y ORF6 los otros dos, y la inhibicion de la
sintesis de IFB por la proteina N se debe a la inhibicion de IRF-3 y NF-kB, dos de
los factores de transcripcion necesarios para la expresion del gen IF (Lu et. al,
2011).
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2.7 Estudios realizados con la proteina N del virus de diarrea epidémica
porcina.

El virus de la diarrea epidémica porcina (vVDEP) es un coronavirus altamente
contagioso que causa diarrea grave y muerte, particularmente en lechones recién
nacidos. En un estudio, se realizd la caracterizacion de epitopos en la proteina N
del vDEP. Se generaron dos anticuerpos monoclonales (MAbs) especificos para
la proteina N de una cepa vDEP, FJzz1/2011, se confirmé que los residuos 18-133
(designado NEP-D4) y los residuos 252-262 (designado NEP-D6) fueron los
epitopos reconocidos por MAbs PN-D4 y PN-D6, respectivamente. El analisis de la
secuencia revelé que estos dos epitopos estaban altamente conservados entre las
cepas del vDEP, pero eran significativamente diferentes de otros miembros de la
subfamilia Coronavirinae. El analisis de Western blot demostré que podian ser
reconocidos especificamente por antisueros del vDEP, pero no podian ser
reconocidos por antisueros de VGET. Los ensayos de inmunofluorescencia
indirecta (IFA) confirmaron que no hubo reaccion cruzada entre estos dos MAbs y
VGET. Estos dos nuevos epitopos y sus MAbs afines podrian servir para el
desarrollo de ensayos diagnésticos precisos para la DEP (Wang et. al, 2016).

En otros estudios, se evalud la sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de
la infeccion por DEP, en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
basado en la proteina de nucleocapside recombinante (N) generada en
Escherichia coli. El gen que codifica la proteina N se clond y se expresé como una
proteina de fusidn con la etiqueta His. La proteina N recombinante migré a 48 kDa
y reacciond con el anticuerpo monoclonal especifico mediante la etiqueta de seis
histidinas en el ensayo de inmunotransferencia. EI ELISA de proteina N
recombinante (rELISA) mostré especificidad del 98.7% entre (80) cerdos sin
exposicion al vDEP, y una sensibilidad del 98% entre (103) muestras clinicas con
vDEP. Al probar 884 muestras de campo, se generd una concordancia general de
88.3% entre SN y r-nELISA. Tomados en conjunto, estos resultados indicaron que
la proteina de nucleocapside puede ser un antigeno util para el serodiagnostico de
vDEP y también se sugirié6 que el ELISA es una prueba altamente sensible y

especifica para detectar anticuerpos contra vDEP (Hou et. al, 2007).
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En otro experimento, el gen N del vDEP se amplific6 por RT-PCR usando
oligonucledtidos especificos y se inserté en el vector de expresion pCold-l para
construir un plasmido recombinante pCold-I-N. El plasmido recombinante se
expres6 en E. coli BL21 (DE3) bajo induccion de IPTG. Posteriormente, se
inmunizaron ratones hembra BALB/c con la proteina N recombinante purificada y
se obtuvo una cepa de células de hibridoma denominadas 2B8 que secretaban
anticuerpos monoclonales (MADb) anti-proteina N mediante técnica de hibridoma.
El MAb reacciond especificamente con el vDEP y se identific6 mediante ensayos
de Western blot e inmunofluorescencia indirecta. Este trabajo indicé que el MAb es
una herramienta valiosa como reactivo de diagndstico especifico para la vigilancia
epidemiologica del vDEP y su diagnostico (Pan et. al, 2015).

Estudios previos han demostrado que la infeccion por el vDEP inhibe la sintesis
del interferdn tipo | (IFN) y la proteasa 2 similar a la papaina viral se ha identificado
como un antagonista de IFN. En este estudio, se encontré que la proteina de
nucleocapside (N) codificada por vDEP también inhibe la produccién de IFN
inducida por el virus Sendai, la expresion génica estimulada por IFN y la activacion
de los factores de transcripcion como el factor IFN 3 (IRF3) y NF-kB. También se
encontré que la proteina N impide significativamente la activacion del promotor de
IFN-B determinada por el gen TBK1 o sus moléculas corriente arriba (RIG-I,
MDAD5, IPS-1 y TRAF3) pero no contrarresta su activacion por IRF3. Un analisis
detallado revel6 que la proteina N de vDEP se une a TBK1 por interaccion directa
y que esta unidn secuestra la asociacion entre TBK1 e IRF3, que a su vez inhibe
tanto la activacion de IRF3 como la produccion de IFN tipo |. se demostré un
nuevo mecanismo desarrollado por VDEP para eludir la inmunidad antiviral del
hospedador (Ding et. al, 2014).

El vDEP se replica en el citoplasma de las células infectadas, pero su proteina
nucleocapside (N) se localiza especificamente en el nucléolo. EI mecanismo de
translocacion nuclear y la asociacion de la proteina N con componentes
nucleolares particulares, era desconocido. En este estudio, se confirmé que una
fosfoproteina (nucleofosmina nucleolar: NPM1) interactia y co-localiza con la
proteina N en el nucléolo. Los estudios de unidn in vitro indicaron que aa 148-294
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de N y aa 118-188 de NPM1 son necesarios para la union. Curiosamente, la
importacion de proteina N en el nucléolo es independiente de la capacidad de
NPM1 para transportarse entre el nucleo y el citoplasma. Ademas, la
sobreexpresion de NPM1 promueve la replicacion del vDEP, mientras que la
caida de NPM1 suprime esta actividad. Ademas, la union de la proteina N a NPM1
la protege de la degradacion proteolitica por caspasa-3, o que conduce a una
mayor supervivencia celular. En este estudio se demostré una interaccion
especifica de la proteina N con la proteina de la célula hospedadora NPM1 en el
nucléolo. Los resultados sugieren posibles vinculos entre las estrategias virales
para la regulacién de las actividades de persistencia celular, posiblemente a través
de una interaccion de la proteina N con NPM1 que impide su escisidon proteolitica
y mejora el mantenimiento celular, promoviendo finalmente la replicacion de vDEP
(Shi et. al, 2017).
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3. JUSTIFICACION.

Debido a la limitada disponibilidad, mejora y adaptacion de técnicas para el
estudio de la diarrea epidémica porcina que permitan conocer algunas
caracteristicas especificas de la enfermedad en México, como la produccion de
anticuerpos posterior a la infeccion, la distribucion del virus dentro de las células,
el tropismo tisular y la seroprevalencia en el territorio nacional, es necesario
generar alternativas que ayuden a resolver estas problematicas. Dentro de las
mejores opciones, se encuentran las proteinas recombinantes que han dado

resultados importantes en la produccion de antigenos y anticuerpos especificos.

4. HIPOTESIS.

La produccion de la proteina N del virus de diarrea epidémica porcina en el
sistema de expresion de E. coli generara una proteina antigénica capaz de ser
reconocida por anticuerpos especificos generados contra cepas circulantes en
México, generando una herramienta de diagnostico util en el estudio de la

enfermedad en el pais.

5. OBJETIVO GENERAL.
Generar un sistema de expresion para la proteina N del virus de diarrea epidémica
porcina (VDEP) en el sistema de expresién de E. coli y emplear la proteina

purificada para llevar a cabo estudios serolégicos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Recuperar el marco de lectura abierto (ORF) del gen de la proteina N del virus
de diarrea epidémica porcina (vDEP) a partir de muestras de animales infectados.
b) Clonar el gen N en el sistema de expresion pETSUMO.

c) Generar una cepa de E. coli sobreproductora de la proteina N.

d) Purificar la proteina N recombinante.

e) Valorar la antigenicidad de la proteina en ensayos de ELISA indirecto y western
blot.
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f) Determinar la curva de produccién de anticuerpos contra la proteina N durante
infecciones experimentales en cerdos por periodos prolongados post-infeccién con
el vDEP.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Analisis in silico de la proteina N.

El ORF de la proteina N de la cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank:
KY828999.1) fue traducido a su secuencia aminoacidica mediante el programa
Editseq de DNASTAR. Posteriormente, mediante el servidor NetNGlyc 1.0-DTU
CBS se analiz6 la presencia de modificaciones postraduccionales para identificar
sitios potenciales de glicosilacion y su posicion. Para determinar la presencia de
regiones transmembranales se utilizo el servidor TMHMM v.2.0, con el objetivo de
descartar regiones que se intercalaran en las membranas y presentaran
resistencia a la solubilizacion, generando problemas en la recuperaciéon de la

proteina.

Algunas propiedades bioquimicas importantes de la proteina N se estimaron
mediante el programa Protean para determinar el perfil de hidrofilicidad, el indice
de antigenicidad de Jameson Wolf y la probabilidad de superficie de Emini.
Mediante Protean se determiné la probabilidad que tiene la proteina N del vDEP
cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank: KY828999.1) de presentar regiones
hidrofébicas o hidrofilicas, con el método de Jameson-Wolf se identificaron las
regiones que presentan determinantes antigénicos potenciales de la estructura de
la proteina y por medio del método de Emini se determiné la probabilidad de que
la proteina se encuentre en la superficie, quede expuesta y se produzcan epitopos

superficiales.

7.2 Distribucion de epitopos.

Mediante la herramienta predicting antigenic peptides del sitio electrénico
http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl de la Universidad Complutense Madrid,
se determiné la distribucion de sitios antigénicos de la proteina N del vDEP cepa
PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank: KY828999.1). Se analizé la distribucion de
los epitopos con mayor potencial inmunogénico a lo largo de la secuencia de la

proteina, las secuencias de los epitopos, incluido el aminoacido de inicio y final.



25

7.3 Diseio de oligonucleétidos

Empleando el programa Primer select se disefiaron oligonucleétidos para clonar
en fase el marco de lectura abierto (ORF) de la proteina N del vDEP proveniente
de la cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank: KY828999.1), en el vector de
expresion pET-SUMO. Los oligonucleétidos fueron analizados para ser de
tamanos similares (longitud de pares de bases) entre ellos, un porcentaje de
Guanina-Citosina arriba del 40% , temperatura de desnaturalizacion (°Tm)
alrededor de 60°C y una °AG mayor -9 Kcal/mol para evitar la formacién de
dimeros y horquillas, determinando que los oligonucleotidos fueran adecuados
para amplificar el producto deseado. Se verificd que los oligonucleétidos alinearan
minimo con un 95% de las secuencias reportadas en el NCBI para la proteina N
de vDEP.

Se empled el sistema de expresion pET SUMO ya que produce una proteina
soluble en E. coli, utiliza una modificacion pequefa de tipo ubiquitina (SUMO),
para permitir la expresion, purificacion y generacién de proteinas nativas en E.
coli, incrementa la expresiéon de proteinas recombinantes y aumenta la solubilidad

de proteinas parcialmente insolubles.

7.4 Amplificacion del ORF del gen N de vDEP

Para la amplificacion del ORF del gen N de vDEP, se prepararon los
oligonucledtidos a partir del stock para obtener una concentracion de 10 pmol/ul.
Se llevo a cabo la PCR a partir de ADNc viral sintetizado previamente,
considerando gradientes de 58, 60, 62, 64, 66 y 68°C, para determinar la
temperatura optima de hibridacion. Posteriormente se realizd la electroforesis en
gel de agarosa al 0.8%, utilizando un marcador de peso molecular de 1Kb,

esperando obtener un producto de 1328 pb.

Posterior a la electroforesis, se realizd la purificacion de ADN a partir de banda
mediante el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), siguendo las indicaciones del
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fabricante. Del ADN purificado se realizd electroforesis en gel de agarosa para

verificar que la purificacidon fuera adecuada.

7.5 Clonacion en vector de resguardo pJET 1.2/Blunt

Con el objetivo de clonar una unica copia del gen de la proteina N y de esta forma
evitar problemas con la posterior expresion, debido a la alta tasa de mutacion en
extractos virales, se procedié a clonar en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt.
Este sistema se utiliza para para clonar eficientemente los productos de PCR que
presentan extremos tanto cohesivos como romos. Los productos de PCR
generados con extremos romos se ligan directamente al vector de clonacién. Para
los productos de PCR con extremos cohesivos, una enzima termoestable agrega
una base nitrogenada antes de la ligadura llevandose a cabo la conversion en
extremos romos del ADN. Mediante este paso se consiguidé dar estabilidad a la
secuencia de interés. La ligacion del ADN purificado al vector de resguardo pJET
se realizo mediante kit de clonacion (CloneJET PCR Cloning Kit de Thermo

Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante.

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

Previo a la transformacién de E. coli se prepararon placas de agar LB (Luria-

Bertani) con antibiético (ampicilina para pJET y kanamicina para pET-SUMO) y un

precultivo de células en caldo LB. El procedimiento para la preparacion de células

competentes se realiz6 de la siguiente forma:

1) Se tomaron 30 pl del precultivo de E. coli crecido a 37°C toda la noche.

2) Se inocularon 25 ml de caldo LB y se dejaron crecer a 37°C en agitacion (250
rom) hasta 0.35 UA (aproximadamente a las 3 horas de crecimiento).

3) Se transfirio el caldo a un tubo falcon de 50 ml estéril y se colocaron en hielo
por 10 minutos.

4) Se centrifugaron a 4100 rpm por 10 minutos a 4°C.

5) Se elimin6 el sobrenadante y se colocé el tubo en posicion invertida por 1

minuto para eliminar las trazas de cultivo.
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6) Se resuspendio el pellet en 15 ml de solucién MgCl,-CaCl (80 Mm MgCl, 20
Mm CacCl; fria.
7) Se centrifugd a 4100 rpm por 10 minutos a 4°C.
8) Se elimind el sobrenadante y se colocé el tubo en posicién invertida por 1
minuto para eliminar las trazas de solucion.
9) Se resuspendié en 1 ml de solucién 0.1 M de CaCl; fria. Se paso6 a un tubo de
1.8 ml.
La transformacion se realizé de la siguiente manera:
1) Se tomaron 200 ul de las células competentes y se pasaron a un tubo de 1.8
ml.
2) Se adicioné un volumen no mayor a 10 yl y no mas de 50 ng de ADN de
transformacion y se resuspendio.
) Se coloco en hielo por 10 minutos.
) Posteriormente, fueron colocadas en bafio maria a 42°C por 90 segundos.
5) Se transfirieron rapidamente en hielo por 1-2 minutos.
) Se adicionaron 800 ul de caldo LB y se dejaron crecer a 37°C por 45 minutos.
) Se transfirieron 200 ul del cultivo a una placa de agar con antibiético. Se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta evaporar el liquido.
8) Se incubaron a 37°C por 12-16 horas.
A partir de las células transformantes se obtuvieron colonias y se colocaron en
tubos falcon de 15 ml con caldo LB y antibiético. Se incubaron en agitacién a 37°C
toda la noche. Se realizé la extraccion de plasmidos mediante el kit QlAprep Spin
Miniprep (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante y se corrio
electroforesis de los productos purificados para verificar que la ligacién al vector
de resguardo (pJET) o de expresion (pET SUMO) y la transformacion se hayan
realizado correctamente. Las células Top 10 se utilizaron para resguardar y
propagar los plasmidos de interés, mientras que las células BL21 (DE3) para la

transformacioén y expresion de la proteina.

A los plasmidos purificados se les realizd PCR y digestidon enzimatica para

asegurar que el inserto se habia ligado en el vector. Los plasmidos que
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presentaban las caracteristicas de interés fueron seleccionados, amplificados por

PCR y purificados.

7.7 Subclonacién en vector de expresién pET SUMO.

El ADN purificado de la clonacion en pJET fue utilizado para realizar la ligacion del
al vector de expresion pET SUMO mediante kit de clonacién (Champion PET
SUMO Protein Expression System, Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Se realizé una PCR utilizando el oligonucleétido reverso del vector (R-T7) y el
delantero del gen N (D-NDEP) para verificar que el inserto de la proteina N se
encontrara ligado en el sentido correcto en el vector pET SUMO y que fuera

funcional para la expresion en células BL-21.

7.8 Secuenciacion.
Para confirmar la clonacién correcta del gen N del vDEP en el vector de expresion
pET SUMO, se secuencid uno de los plasmidos por el método de Sanger, para

conocer la secuencia de nucledtidos del inserto de la proteina.

7.9 Induccién de la expresion de la proteina N.

La induccion de la expresion de la proteina N se realizd con isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG), que es un analogo no hidrolizable de la lactosa,
disparandose la transcripcion del operdon de expresion lac. ElI atomo de azufre (S)
en el IPTG crea un enlace covalente no hidrolizable por la bacteria, lo que evita
que el IPTG sea degradado progresivamente tras su adicion y mantiene asi su

concentracion constante en el medio.

Los pasos para la induccion fueron los siguientes:

a) Se prepararon placas de agar LB con Kanamicina y se coloco un precultivo de
la cepa de expresion BL-21 (DE3) en caldo LB.

b) Se prepard un cultivo de células competentes a partir del precultivo.
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Se realizé la transformacion de células BL21 con los plasmidos seleccionados
que tenian la orientacidn correcta del inserto. Se pusieron a crecer en las
placas de agar.

A partir de las transformantes se obtuvieron tres colonias de cada caja y se
colocaron en tubos falcon de 15 ml con caldo LB y kanamicina. Se incubaron
los nueve precultivos a 37°C toda la noche.

A partir de los precultivos se prepararon cultivos en medio LB y se incubaron
hasta alcanzar una absorbancia de 0.5 a 600 nm.

Se indujo la expresion de los cultivos con IPTG (Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) 2 mM durante 16 horas.

Se realizd electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
(SDS-PAGE) de los paquetes celulares para verificar que las clonas habian
sobreexpresado la proteina. Se utilizd6 un marcador de peso molecular para

proteinas (BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder/Invitrogen).

7.10 Analisis de la expresion de la proteina N por PAGE-SDS y Western blot.

El analisis de la expresion de la proteina N se realizé mediante Western blot con el

objetivo de identificar especificamente la proteina N en los extractos celulares. La

técnica consistio en tres etapas: separacion por tamafo, transferencia a un

soporte solido y finalmente, visualizacion mediante inmunodeteccion de proteinas

con el uso de anticuerpos. La técnica se desarrollé de la siguiente manera:

1.

Las muestras de proteina N se mezclaron con buffer reductor 1X: 1 pl de buffer
por cada 3 ul de proteina y se pusieron a hervir por 10 minutos.

Se cargaron las muestras de la proteina N (en condiciones reductoras) en
geles de PAGE-SDS y se corri6 electroforesis.

Se corté la membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) al tamafo del gel y
se marco la parte por donde se transfiere.

Se sumergio la membrana en metanol por 30 segundos. Se lavé en agitacion
constante con agua Milli Q por 5 minutos.

Se lavo el gel y la membrana en buffer de transferencia frio en agitacion por 10

minutos.
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6. Se humedecio por capilaridad 2 piezas de papel filtro en buffer de transferencia
frio.

7. Se coloco en el equipo para Western blot 1 pieza de papel filtro sin presencia
de burbujas.

8. Se colocd la membrana sobre el papel filtro. Se puso el gel de poliacrilamida
sobre la membrana sin que quedaran burbujas.

9. Se coloco otro papel filtro sobre el gel eliminando las burbujas.

10.Se cerr6 el equipo y se programaron las siguientes condiciones de
transferencia: a) limite de amperaje=0.5, b) voltaje=24 volts, c) tiempo=50
minutos.

11.Al finalizar la transferencia, se lavd la membrana con agua Milli-Q en agitacion
por 10 minutos.

12.Se lavé la membrana en TBS-Tween (mezcla de buffer fosfato salino con tris y
Tween 20) por 10 minutos.

13. Se colocd la membrana en rojo de ponceau por 3 minutos para visualizar las
proteinas. Se lavé con agua Milli Q para destefir.

14.Se puso la membrana en solucién TBS-Tween+5% de leche descremada toda
la noche a 4°C. Posteriormente se lavé con agua Milli-Q.

15.Se colocé el anticuerpo contra la etiqueta de histidinas de la proteina
(anticuerpo primario anti-histidinas producido en ratén): 1 pyl en 10 ml de TBS-
Tween con 5% de leche descremada y se incubd la membrana por 2 horas en
agitacion.

16. Se lavo la membrana tres veces con TBS-Tween por periodos de 10 minutos.

17.Se colocd el anticuerpo secundario (anti-anticuerpos de raton): 1 pl de
anticuerpo en 10 ml de TBS-Tween con 5% de leche descremada y se incubd
la membrana por dos horas en agitacion.

18. Se lavo la membrana tres veces con TBS-Tween por periodos de 10 minutos.

19.Se preparo solucion de revelado: 10 mL PBS + 12 mg DAB (diaminobenzidine
tetrahydrochloride hydrate) + 300ul peréxido de hidrégeno.

20.Se adiciond la solucion de revelado directamente en la membrana hasta

observar el color marrén que indica la reaccion.
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21.Se agregd6 agua Milli-Q directamente en la membrana para detener la reaccion.

7.11 Extraccion de fragmentos proteicos y purificacion de la proteina N
recombinante.
Se realizé la extraccidn los fragmentos proteicos mediante el rompimiento de
células con un homogenizador GAULIN (8,000 PSI/15 min). Luego se hizo un
lavado con urea 8 M en solucién Tris-HCI 50 mM vy se llevd a cabo la solubilizacion
en sarcosyl al 10%.
La purificacion de la proteina N se llevo a cabo por cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC) utilizando una resina de niquel (HiTrap™ IMAC
HP/GE Healthcare) en un equipo AKTA prime plus. El procedimiento se realizé de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se manejaron las siguientes
condiciones: a) volumen de trabajo: 5 ml de resina, b) flujo de trabajo: 1 ml/minuto,

c) presion=0.5 pascales. Las etapas realizadas fueron las siguientes:

Se lavo la resina, utilizando agua Milli Q, EDTA 0.2 M, y NaOH 0.5 M
Se activo la resina con NiCl 0.2 M.

Se carg6 la muestra de la proteina N (cuerpos de inclusion solubles).

o Dnh -

Se colocé buffer de lavado (solucién de Tris-Hcl 50 mM con 30 mM de
imidazol).

5. Se coloco buffer de elucién (solucion de Tris-Hcl a 50 mM + imidazol a 500

Mm) para obtener las fracciones de proteina recombinante.

6. Se dializ6 la proteina N purificada en una membrana tubular de celulosa
(Spectra/Por® molecularporous membrane tubing/ Spectrum Labs, Inc). Se
colocdé en agitacion (30 rpm) en 1 litro de solucion de Tris 5mM y en
refrigeracion (4°C). La solucion de Tris se cambidé 3 veces con intervalos de

una hora.

Después de la dialisis, se corrié electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato sodico (SDS-PAGE) y western blot para identificar especificamente la
proteina recombinante N de vDEP ya purificada. Se determiné la concentracion de

proteina obtenida por el método de Bradford.
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7.12 Analisis de muestras seroldgicas.

Para comprobar la capacidad antigénica de la rN-vDEP se analizd la respuesta
humoral (IgG e IgM) durante la infeccion con el vDEP con un ELISA indirecto. Las
muestras de sueros utilizadas, fueron obtenidas de un estudio previo en el que se
realizaron muestreos sanguineos, semanales y quincenales, durante 21 semanas
post infeccion (spi), a dos grupos de cerdos mantenidos bajo condiciones de
aislamiento. El grupo 1 fue constituido por nueve cerdos de seis semanas de edad
sin inmunidad previa (G1-Sl), el grupo 2 consistié en nueve cerdos con inmunidad
previa (G2-Cl). Ambos grupos fueron infectados de forma experimental con la
cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank: KY828999.1), a las seis semanas de
edad. Mediante el mismo procedimiento se analizaron las proteinas

recombinantes S y M del vDEP, obtenidas en estudios previos.

7.13 Ensayo inmunoenzimatico recombinante indirecto (ELISA indirecto).
Para determinar la curva de produccion de anticuerpos IgG e IgM contra la
proteina N recombinante, asi como para las proteinas S y M recombinantes,
durante infecciones experimentales en cerdos por periodos prolongados post-
infeccidn con el vDEP se desarroll6 la técnica de ELISA indirecto. Los pasos para
la realizacion de la técnica se explican a continuacion:

1. Se sensibiliz6 una microplaca de 96 pozos con 100 ng de proteina
recombinante (N, S o M) por pozo en un volumen de 100 ul. La proteina se
mezcld con buffer de carbonatos 0.05M (pH 9.6) y agua Milli Q.

2. Se mantuvo la microplaca a 4° C durante 16-18 horas.

3. Se lavo 3 veces con 250 pl de PBS + Tween (0.05%) por pozo.

Se bloqued con 100 pl de leche al 5% (20 ml de PBS+Tween al 0.05% y 1 gr

de leche) por pozo.

B

Se incubd la microplaca por 2 horas a 37° C.

Se lavo 3 veces con 250 ul de PBS + Tween (0.05%) por pozo.
Se coloco el suero problema diluido 1:100.

Se incubd la microplaca 1 hora a 37° C.

© © N o O

Se lavo 3 veces con 250 ul de PBS + Tween (0.05%) por pozo.
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10.Se diluyé el anticuerpo+HRP secundario (anti IgG o anti IgM de cerdo) 1:7500
en leche con PBS+Tween (0.05%). Se agregé 100 ul de la mezcla a cada
poZzo.

11.Se incubd la microplaca 1 hora a 37° C.

12.Se lavo 3 veces con 250 yl de PBS + Tween (0.05%) por pozo.

13.Se agregaron 100 yl de solucion de revelado a cada pozo.

14.Se colocd la microplaca en la oscuridad hasta observar la coloracion azul (10
minutos).

15.Se detuvo la reaccién agregando 100 ul de acido sulfurico 2M a cada pozo.

16.Se realizo la lectura en un espectrofotometro a una densidad éptica de 450 nm.

7.14 Western blot de muestras serolégicas.

Para confirmar la produccion especifica de anticuerpos IgG contra las proteinas
recombinantes N, S y M del vDEP se probaron los sueros por western blot (cuatro
muestras por cada 3 semanas pos infeccion). Los pasos para el desarrollo de la
técnica fueron explicados previamente en el punto 7.10, excepto los pasos numero

doce, catorce y dieciséis que se describen a continuacion:

12. Se colocé la membrana en rojo de ponceau por 3 minutos para visualizar las
proteinas. Se lavé con agua Milli Q para destefiir y se corté la membrana por
carriles individuales.

14. Se colocé cada muestra de suero diluido 1:100 en TBS-Tween con 5% de
leche descremada con su respectiva membrana y se incubaron por 2 horas en
agitacion.

16. Se colocd el anticuerpo secundario (anti-anti IgG de cerdo): 1:10000 ul en
TBS-Tween con 5% de leche descremada y se incubaron las membranas por dos
horas en agitacion.

Se utilizé un marcador de peso molecular para proteinas (PageRuler™ Prestained

Protein Ladder/Thermo Scientific™)
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8. RESULTADOS

8.1 Analisis in silico de la proteina N.

8.1.1 Sitios potenciales de glicosilacion.

Al analizar la presencia de modificaciones postraduccionales, se observo que la
proteina N de vVDEP posee siete sitios potenciales de glicosilacion, que se ubican
en las posiciones 123, 157, 169, 198, 202, 208 y 264 (Figura 2).

Figura 2. Sitios potenciales de N-glicosilacién en la proteina N. (---=) Punto de corte para presencia
de N-glicosilacion (--==), sitio potencial de glicosilacion en la secuencia aminoacidica.

Como se observa en la figura anterior, el potencial de N-glicosilacion (lineas
verdes verticales) de tres sitios no sobrepasa el punto de corte (linea roja
horizontal), tres sobrepasan ligeramente y solamente un sitio de glicosilacion
presenta un potencial de glicosilacion arriba de 0.5. Se considerd que la proteina
N del vDEP cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013 (GenBank: KY828999.1) no es
glicosilada. Esta proteina se puede expresar en E. coli, ya que esta bacteria no

lleva a cabo modificaciones como la glicosilacion.

8.1.2 Regiones hidrofébicas.
Se determind que la proteina N del vDEP cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013
(GenBank: KY828999.1) no presenta sitios transmembranales (Figura 3).
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Figura 3. Regiones transmembranales de la proteina N del vDEP (Cepa Michoacan/2013).

(=---)Sitios transmembrana. (----) Sitios dentro de la membrana. (----) Sitios fuera de la membrana.
En la grafica anterior se presenta una sola regién de la proteina que tiene una
probabilidad muy baja de estar dentro de la membrana (linea color azul), mientras
que la mayor parte de la proteina tiene probabilidad muy alta de estar fuera de la
membrana (linea color violeta). No se observan sitios transmembranales (linea

roja). Como no hay regiones hidrofobicas se determindé que se puede expresar la
proteina completa en E. coli

8.1.3 Hidrofilicidad, indice antigénico e indice de superficie.

Se analizaron las principales propiedades bioquimicas de la proteina N del vDEP.

Figura 4. Perfil de hidrofilicidad-Kute-Doolittle (A), indice de antigenicidad-Jameson Wolf (B) y
Perfil de probabilidad de superficie-Emini (C) de la Proteina N del vDEP (Cepa Michoacan/2013).
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En la figura 4A, la proteina N del vDEP se presenta con baja probabilidad de
expresar regiones hidrofobicas y que la mayor parte de la proteina resida en la
superficie externa presentando regiones hidrofilicas. Las superficies hidrofilicas
estan relacionadas con menos cambios conformacionales de las proteinas unidas.
La hidrofilicidad aumentada puede soportar la cascada de eventos celulares
involucrada en la union, migracién y diferenciacion tisular especifica de las células.
Mediante el método de Jameson-Wolf se identificaron los determinantes
antigénicos potenciales de la estructura de la proteina. Los resultados aparecen
como picos multiples en la grafica del indice antigénico (figura 4B), con cada pico
significando un determinante antigénico potencial. Por medio del método de Emini
se determind la probabilidad de que la proteina se encuentre en la superficie,
quede expuesta y la probabilidad de que se produzcan epitopes superficiales
(figura 4C).

8.2 Distribucion de epitopes.

La distribucion de sitios antigénicos de la proteina N del vDEP se muestra en las

Figuras 5y 6.

Figura 5. Distribucién de epitopes de la proteina N del vDEP (Cepa Michoacan/2013).
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Figura 6. Secuencias de los epitopes de la proteina N del vDEP (Cepa Michoacan/2013).

En la parte superior de la grafica (Figura 5) se puede observar la distribucion de
los 13 epitopes con mayor potencial inmunogénico (lineas horizontales color gris)
a lo largo de la secuencia de la proteina. En el cuadro de la Figura 6 se muestran
las secuencias de los 13 epitopes inmunogénicos potenciales de la proteina, asi

como el aminoacido del inicio y del final de cada epitope.

8.3 Diseio de oligonucleétidos.

Como se muestra en la Figura 7A, al realizar el analisis de los oligonucleotidos se
determind que el reverso contiene dos terminadores (TAG) para asegurar que la
transcripcion se detenga, se agregaron una G y una C al final del terminador para
obtener el % de GC deseado, lo cual no desfasa el ORF de la proteina al entrar al
vector de expresion. Por otro lado, la °AG resultante para la formacion de dimeros
fue mayor a -9 Kcal/mol, determinando que estas estructuras no se llegaran a
formar, por lo que son adecuados para su uso en PCR. Con una °AG resultante
mayor a -9 kcal/mol, la formaciéon de horquillas no se dara, haciendo a los
oligonucledtidos adecuados para amplificar el producto deseado. Los
oligonucledtidos presentaron tamarios similares (longitud de pares de bases) entre
ellos, °TM muy similares de alrededor de 60 °C y su porcentaje de GC esta arriba
del 40% (Figura 7A). Alinean al 100% con mas de 100 de las secuencias

reportadas en el NCBI para la proteina N de vDEP. Una vez clonado en el vector
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de expresion pET-SUMO el inserto quedaria en fase con el ORF de la proteina

SUMO como se muestra en la figura 7B.

A B

Figura 7. Clonacion del gen N en el sistema de expresién pETSUMO. A. Oligonucleétidos para
amplificacion por PCR del gen N de vDEP. B. Vector de expresiéon pETSUMO con el inserto del
gen N del vDEP.

8.4 Amplificaciéon del ORF del gen N de vDEP.
La PCR se realiz6 a partir de tres ADNc obtenidos previamente a partir de

muestras de la cepa VDEP Michoacan/2013, esperando obtener un producto de
1328 pb.

2,000--
1,650--

1,000-- --1,328 pb --1,328 pb
850--

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de tres ADNc.
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Como se muestra en la Figura 8, para cada ADNc se consideraron seis gradientes
de temperatura, para determinar en cual se alineaban los oligonucledtidos. Se
utilizé un marcador de peso molecular (MPM) de 1Kb y un control negativo (C-). Al
realizar la electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, no se obtuvieron productos del
ADNCc identificado como cDNA-1, del ADNc-3 se obtuvieron productos con bandas
muy tenues y para el ADNc-2 se obtuvieron productos de 1328 pb con bandas
fuertes, determinando que la temperatura a la cual se alinean los oligonucledétidos
de manera 6ptima era a 62 °C. El producto purificado de ADN a partir de banda se
corrié en gel de agarosa para verificar que la purificacion fuera adecuada. Como
se aprecia en la Figura 9, se obtuvo el producto esperado de 1328 pb. Se utilizd

un marcador de 1 kb.

2,000--
1,650--
--1,328 pb
1,000--

850--

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de purificado de ADN.

8.5 Clonacioén en vector de resguardo pJET.

Mediante la ligacion del ADN purificado al vector de resguardo pJET vy la
transformacion de células TOP10 se obtuvieron varias colonias transformantes
(Figura 10) en los cultivos. En el testigo negativo no hubo crecimiento de colonias,

en el testigo positivo crecié una gran cantidad de colonias.
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Testigo negativo Testigo positivo Transformantes

Figura 10. Transformacion y cultivo de células Top 10.

A partir de las transformantes se obtuvieron seis colonias, se incubaron y se
realizd extraccion. Se corrio electroforesis en gel de agarosa para verificar que las
extracciones de los seis plasmidos fueron correctas. En la Figura 11 se observa la
electroforesis en gel de agarosa de la digestion enzimatica y PCR de los seis
plasmidos (1-6). Las enzimas utilizadas EcoRI y Xho1 liberan un fragmento de 864
pb que podemos apreciar para los plasmidos 2, 3 y 6, mientras que en la PCR se

obtuvo el producto esperado de 1328 pb.

2,000--
1,650--

1,000--
850--

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de digestion enzimatica y PCR de plasmidos.
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De los resultados obtenidos en el paso previo, se selecciond el plasmido numero
2. En la Figura 12 se muestra la electroforesis en gel de agarosa del plasmido
amplificado por PCR y purificado para asegurar que ambos procesos se habian
realizado correctamente. En el gel se cargaron 5y 10 pl por pozo del purificado.
Se utiliz6 un marcador de 1 kb. El producto obtenido fue de 1328 pb como se

esperaba.

2.000-
1.650-1

1.000-
850--

1,328 pb

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de plasmido amplificado por PCR vy purificado.

8.6 Subclonacion en pET SUMO

Mediante la ligacién del ADN purificado de la clonacién en pJET al vector de
expresion pET-SUMO vy la transformacion de células TOP10 se obtuvieron dos
colonias transformantes (Figura 13) en los cultivos. Este paso se repitio
obteniendo tres colonias mas. En el testigo negativo no hubo crecimiento de

colonias, en el positivo crecié una gran cantidad de colonias.

Testigo negativo Testigo positivo Transformantes

Figura 13. Transformacion y cultivo de células Top 10.
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A partir de las transformantes se colectaron las cinco colonias, se incubaron y se
realizé la extraccion de plasmidos. Se corrié electroforesis en gel de agarosa para
verificar la extraccion y purificacion adecuada de los cinco plasmidos.

En las Figuras 14 y 15B se observa la electroforesis en gel de agarosa de la PCR
y digestion enzimatica de los cinco plasmidos purificados (1-5), respectivamente.
Se utilizd un marcador de peso molecular de 1 kb. En la PCR se obtuvo el
producto esperado de 1328 pb para los plasmidos 3, 4 y 5. La enzima utilizada
EcoRlI liberé un fragmento de 864 pb que se puede apreciar para los plasmidos 3,
4 y 5. El sitio de corte de la enzima se muestra en la figura 15A que corresponde
con el producto obtenido de la digestion. Estos resultados indican que el gen de la

proteina N de vDEP se ligo en el vector de expresion pET-SUMO.

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR de plasmidos purificados.

A B

Figura 15. Digestion enzimatica (EcoRI) y electroforesis en gel de agarosa de plasmidos

purificados.
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Se determind que en los plasmidos 3, 4 y 5 el gen de la proteina N se ligo en el
sentido correcto en el vector pET SUMO al obtener el producto esperado de 1328
pb (Figura 16). Para los plasmidos 1 y 2 la ligacién no fue adecuada.

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de plasmidos para verificar orientacion correcta del

inserto en el vector pET SUMO.

8.7 Secuenciacion.

Los resultados de secuenciacion muestran que la clonacién fue correcta. Mediante
las secuencias obtenidas en los electroferogramas se realizd un BLAST de
nucledtidos y se determiné que el gen N del vDEP clonado en el vector de
expresion pET SUMO presenta un 99% de identidad con todas las cepas
reportadas en el NCBI. Las secuencias de los dos iniciadores abarcan

practicamente todo el inserto de la proteina N (Figura 17).

Figura 17. Secuenciacion del gen N del vDEP clonado en el vector de expresién pET SUMO.
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8.8 Induccioén de la expresion de la proteina N.
Mediante la transformacion y cultivo de células BL-21 con los plasmidos 3,4y 5
que tenian la orientacion correcta del inserto se obtuvieron varias colonias de cada

plasmido (Figura 18). En el testigo negativo no hubo crecimiento de colonias.

Testigo negativo Plasmido 3

Plasmido 4 Plasmido 5

Figura 18. Transformacion y cultivo de células BL-21.

8.9 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-
PAGE) se determin6 que todas las clonas sobreexpresaron la proteina N con un

peso de 70 kDa (Figuras 19 y 20). La clona numero 9 fue la que sobreexpreso
mayor cantidad de proteina.
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Figura 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Carril 1: marcador de peso molecular,
Carril 2: testigo negativo, Carril 3: testigo positivo, Carriles 4-8: clonas 1 a 5.

Figura 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Carril 1: marcador de peso molecular,
Carril 2: testigo negativo, Carril 3: testigo positivo, Carriles 4-7: clonas 6 a 9.

8.10 Western blot.

Mediante la técnica de Western blot se identificé especificamente la etiqueta de
histidinas contenida en la proteina recombinante N del vDEP obtenida en los
extractos celulares con un peso de 70 kDa (Figuras 21 y 22). Se determiné que la

clona mas eficiente fue la numero 9.
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Figura 21. Transferencia e identificacion especifica de la etiqueta de histidinas contenida en la
proteina recombinante N no purificada de vDEP en membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF).

Clonas 1a 5.

Figura 22. Transferencia e identificacion especifica de la etiqueta de histidinas contenida en la
proteina recombinante N no purificada de vDEP en membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF).

Clonas 9, 8,7y 6.

8.11 Purificacion de la proteina N recombinante.

Se identificd especificamente la etiqueta de histidinas contenida en la proteina
recombinante N del vDEP obtenida de la purificacién por IMAC, con un peso de 70

kDa (Figura 23). La concentracién determinada fue de 20.8 ug/ml
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Figura 23. Transferencia e identificacion especifica de la etiqueta de histidinas contenida en la

proteina recombinante N de vDEP purificada en membrana de PVDF.
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8.12 ELISA indirecto.
Por medio de ensayos ELISA indirectos basados en las proteinas recombinates
N, Sy M del vDEP se determino la curva de produccion de anticuerpos IgG e IgM.

Se analizaron en total 234 sueros mediante el ELISA indirecto.

a) Proteina N: Se detectaron anticuerpos IgG desde la primera semana y hasta
las 21 semanas post infeccion (pi) en el G1-Sl, observando tendencia a
incrementar a través del tiempo. En el G2-Cl se detectd respuesta seroldgica
desde el primer muestreo, se observo una tendencia a disminuir la primera
semana pi y una ligera tendencia a incrementar hasta la semana 21 pi. En
promedio la mayor densidad éptica se detectd en la semana 11 pien el G1-Sly

en la semana 21 pi en el G2-Cl (Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Media y desviacién estandar de la Figura 25. Media y desviaciéon estandar de la
deteccion de anticuerpos IgG contra la proteina deteccion de anticuerpos IgG contra la proteina
N del vDEP por muestreo del grupo G1-SI. N del vDEP por muestreo del grupo G2-ClI.

Se detectaron anticuerpos IgM desde la primera semana y hasta las 21 semanas
pi en el G1-SI, observando tendencia a incrementar a través del tiempo. En el G2-
Cl se detectd respuesta serolégica desde el primer muestreo, se observd una
tendencia a incrementar a través del tiempo. En promedio la mayor densidad
Optica se detectd en la semana 9 pi, en el G1-Sl y en la semana 16 pi en el G2-Cl
(Figuras 26 y 27).
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Figura 27. Media y desviacion estandar de la
deteccidon de anticuerpos IgM contra la proteina
N del vDEP por muestreo del grupo G2-Cl.

b) Proteina S: Se detectaron anticuerpos IgG desde la primera semana y hasta

1.0

las 21 semanas pi en el G1-Sl, observando tendencia a incrementar a través

del tiempo hasta la semana 13 pi, posteriormente se observa una tendencia a

disminuir, que se mantiene hasta la semana 21 pi. En el G2-Cl se detectd

respuesta serologica desde el primer muestreo, se observd una tendencia a

disminuir la segunda semana pi y una ligera tendencia a incrementar hasta la

semana 21 pi. En promedio la mayor densidad éptica se detectoé en la semana

13 pien el G1-Sl y en la semana 1 pi en el G2-Cl (Figuras 28 y 29).
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Figura 29. Media y desviacion estandar de la

deteccion de anticuerpos IgG contra la proteina
S del vDEP por muestreo del grupo G2-Cl.
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Se detectaron anticuerpos IgM desde la primera semana y hasta las 21 semanas
pi en el G1-Sl, observando tendencia a incrementar a través del tiempo hasta la
semana 13 pi, posteriormente se observa una tendencia a disminuir que se
mantiene hasta la ultima semana de muestreo. En el G2-Cl se detectd respuesta
seroldgica desde el primer muestreo, se observd una tendencia a incrementar a
través del tiempo. En promedio la mayor densidad optica se detectd en la semana

13 pien el G1-Sl y en la semana 21 pi en el G2-Cl (Figuras 30 y 31).
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Figura 30. Media y desviacion estandar de la Figura 31. Media y desviacion estandar de la
deteccion de anticuerpos IgM contra la proteina deteccion de anticuerpos IgM contra la proteina
S del vDEP por muestreo del grupo G1-SI. S del vDEP por muestreo del grupo G2-Cl.

c) Proteina M: Se detectaron anticuerpos IgG desde la primera semana hasta las
21 semanas pi en el G1-Sl, observando tendencia a incrementar a través del
tiempo. En el G2-Cl se detecto respuesta serologica desde el primer muestreo,
se observo una tendencia a disminuir la primera semana pi y una tendencia a
incrementar a partir de la semana 13 pi. En promedio la mayor densidad optica
se detectd en la semana 14 pi en el G1-Sl y en la semana 21 pi en el G2-Cl
(Figuras 32 y 33).
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Figura 33. Media y desviacion estandar de la
deteccion de anticuerpos IgG contra la proteina
M del vDEP por muestreo del grupo G2-CI.

Se detectaron anticuerpos IgM desde la primera semana y hasta las 21 semanas

pi en el G1-Sl, observando tendencia a incrementar a través del tiempo, que se

mantiene hasta el ultimo muestreo. En el G2-Cl se detectd respuesta serologica

desde el primer muestreo, se observoé una tendencia a incrementar a traves del

tiempo, manteniéndose hasta el ultimo muestreo. En promedio la mayor densidad

Optica se detectd en la semana 21 pi tanto para el G1-SI como para el G2-ClI

(Figuras 34 y 35).
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Figura 34. Media y desviacion estandar de la

deteccion de anticuerpos IgM contra la proteina
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deteccion de anticuerpos IgM contra la proteina
M del vDEP por muestreo del grupo G2-CI.
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En la figura 36 se observa que la produccion de anticuerpos IgG de las proteinas
N, S y M del vDEP tiende a incrementar, posterior a la infeccion en el G1-SI,
mientras que para el G2-Cl la produccién de anticuerpos tiende a disminuir con la
infeccion, manteniéndose de esa forma practicamente hasta las 21 semanas pi,

excepto para la proteina M que si presenta un incremento importante.
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Figura 36. Media de la deteccion de anticuerpos IgG contra las proteinas N, S y M del vDEP por muestreo.
Grupo G1-SlI (izquierda) y grupo G2-CIP (derecha).

En la figura 37 se observa que la produccion de anticuerpos IgG de las proteinas
N, S y M del vDEP tiende a incrementar, posterior a la infeccion en el G1-Sl y en el
G2-Cl manteniéndose de esa forma practicamente hasta las 21 semanas pi,

excepto para la proteina S del G1-Sl que disminuye en los ultimos muestreos.
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Figura 37. Media de la deteccién de anticuerpos IgM contra las proteinas N, S y M del vDEP por muestreo del
Grupo G1-SI (izquierda) y grupo G2-CIP (derecha).

8.13 Western blot de muestras serolégicas.

Se eligieron muestras serolégicas de cada grupo de cerdos (G1-Sl y G2-Cl) para
confirmar la produccion de anticuerpos IgG contra las proteinas recombinantes N
(70 kDa), S (48 kDa) y M (39 kDa) del vDEP por western blot, a través del tiempo.

Se identificaron especificamente anticuerpos IgG de la proteina recombinante N
del vDEP detectando bandas desde la tercera semana y hasta las 21 semanas pi
en el G1-SI, observando tendencia a incrementar a través del tiempo. En el G2-ClI
se detectaron anticuerpos desde el primer muestreo, se observd una tendencia a
disminuir la sexta semana pi y una tendencia a incrementar hasta la semana 21 pi.
Las bandas con mayor intensidad se observan en la semana 21 pi en el G1-Sl y

en el G2-Cl (Figura 38). Esto coincide con el resultado del ELISA indirecto.
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Figura 38. Identificacion especifica de anticuerpos de la proteina recombinante N (70 kDa) del vDEP
por western blot. El nimero en la parte superior de la imagen corresponde con la semana pos
infeccion de cada muestreo evaluado. Grupo G1-SI (izquierda) y grupo G2-CIP (derecha).

Se identificaron especificamente anticuerpos IgG de la proteina recombinante S
del vDEP detectando bandas desde la tercera semana y hasta las 21 semanas pi
en el G1-Sl, observando una tendencia incrementar a través del tiempo hasta la
semana 15 pi, posteriormente se observa una tendencia a disminuir, que se
mantiene hasta la semana 21 pi. En el G2-Cl se detectaron anticuerpos desde el
primer muestreo, se observo una tendencia a disminuir la tercera semana pi y no
se muestra una tendencia bien determinada a incrementar, manteniéndose de esa
manera hasta el ultimo muestreo. Las bandas con mayor intensidad se observan
en la semana 12 pi en el G1-Sl y en las semanas 0 y 15 pi en el G2-Cl (Figura

39). Corresponde con el resultado del ELISA indirecto mostrado anteriormente.
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Figura 39. |dentificacién especifica de anticuerpos de la proteina recombinante S (48 kDa) del vDEP por
western blot. EI nimero en la parte superior de la imagen corresponde con la semana pos infeccion de
cada muestreo evaluado. Grupo G1-Sl (izquierda) y grupo G2-CIP (derecha).

Se identificaron especificamente anticuerpos IgG de la proteina recombinante M
del vDEP detectando bandas desde la tercera semana y hasta las 21 semanas pi
en el G1-Sl, observando una tendencia incrementar a través del tiempo que se

mantiene hasta la semana 21 pi. En el G2-Cl se detectaron anticuerpos desde el
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primer muestreo, se observo una tendencia a disminuir la sexta semana pi y una

tendencia a incrementar a partir de la semana 12 pi, manteniéndose hasta la

semana 21 pi. Las bandas con mayor intensidad se observan en las semanas 12,

18 y 21 pi en el G1-Sl y en la semana 21 pi en el G2-Cl (Figura 40). Estos

resultados confirman el resultado del ELISA indirecto.
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Figura 40. |dentificacion especifica de anticuerpos de la proteina recombinante M (39 kDa) del vDEP
por western blot. El numero en la parte superior de la imagen corresponde con la semana pos
infeccion de cada muestreo evaluado. Grupo G1-Sl (izquierda) y grupo G2-CIP (derecha).
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9. DISCUSION.

La enfermedad de diarrea epidémica porcina (DEP) es una de las enfermedades
infecciosas intestinales mas graves, que ha representado una amenaza sustancial
para la industria porcina en muchos paises en los ultimos afos. El diagnostico
preciso en las diferentes etapas de la infeccion, juega un papel clave en la
prevencion de DEP. La proteina N de vDEP representa un agente esencial en la
formacion de la estructura nucleocapside del virus. La abundante expresion de
proteina N en células infectadas con vDEP y la alta conservacién entre las
diferentes cepas de vVDEP, la hacen bastante adecuada para su uso como objetivo
para el diagnostico de vDEP (Kim y Lee, 2014). Sin embargo, el desarrollo de
herramientas de diagnéstico para DEP en México, no se han enfocado en esta
proteina. La proteina N es una proteina nucleocapside fosforilada que se une al
ARN gendmico, que puede usarse como un blanco para el diagndstico preciso y

temprano de la infeccion por vDEP (Song et. al, 2016).

En el presente estudio se generd un sistema de expresion para la proteina N del
vDEP, que se implementé en el desarrollo de ensayos ELISA indirecto y western
blot para determinar la curva de produccion de anticuerpos contra la proteina N
durante infecciones experimentales en cerdos por periodos prolongados post-
infeccion con el vDEP. Se recuperd correctamente el marco de lectura abierto
(ORF) del gen de la proteina N del vDEP, a partir de muestras de animales
infectados con la cepa PEDV/MEX/MICH/01/2013, obteniendo el producto
esperado de 1328 pb, practicamente igual a los resultados de Hou et, al (2007) y
Pan et. al (2015) que recuperaron un ORF de 1326 pb. El sistema de expresiéon
pET SUMO funciond bien para clonar el gen N del vDEP, al obtener plasmidos
recombinantes con el inserto de la proteina N en la orientacion correcta. En
general se ha observado que los sistemas de expresidn procariéticos son
eficientes para la clonacion de genes del vDEP y construccién de plasmidos
recombinantes (Hou et, al 2007; Pan et. al, 2015). Para la generacién de E. coli
sobreproductora de la proteina N del vDEP se utiliz6 la cepa BL21 (DE3) que es
eficiente para el uso con sistemas de expresion basados en el promotor T7
bacteriéfago. Las células BL21 (DE3) contienen el liségeno DE3 lambda. En
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general las cepas BL21 se han construido especificamente para una expresion de
alto nivel de proteinas recombinantes. Estas cepas tienen dos atributos
importantes que las hacen ideales para la expresion de proteinas: marcadores
genéticos clave e inducibilidad de expresion proteica. Los marcadores genéticos
mas importantes ayudan al ARN y a las proteinas a acumularse a niveles altos sin
degradacion. La inducibilidad ayuda a minimizar los efectos toxicos de algunas
proteinas recombinantes. La cepa BL21 (DE3) es de las mas utilizadas para la
sobreexpresion de proteinas del vDEP (Gimenez-Lirola et. al 2017; Pan et. al,
2015). De acuerdo a diferentes estudios realizados, la proteina N del vDEP tiene
un peso de 58 kDa (Lee, 2015). Hou et. al, 2007, Pan et. al, 2015 y Gimenez-Lirola
et. al 2017, obtuvieron proteinas de 48.62, 55 y 50.4 kDa, respectivamente. En
este estudio se produjo una proteina de aproximadamente 70 kDa debido al
sistema de expresion empleado (pETSUMO), que utiliza una modificacion
pequefia de tipo ubiquitina (proteina SUMO de aproximadamente 12 kDa) que
permite la expresion, purificacion y generaciéon de proteinas nativas en E. coli,
incrementa la expresion de proteinas recombinantes y aumenta la solubilidad de

proteinas parcialmente insolubles.

Después de la infeccion primaria con vDEP, los anticuerpos se detectan primero
en el suero entre los dias 6 y 14. En particular, las respuestas de anticuerpos
generadas contra las proteinas N y S de vDEP, las dos principales proteinas
estructurales del virus, presentan diferentes magnitudes y dinamicas. Mientras que
los anticuerpos IgM especificos de N alcanzan el maximo en el dia 7 pi, las
respuestas IgM de S alcanzan su punto maximo en el dia 14 pi, disminuyendo a
los niveles previos a la infeccion entre los dias 14 y 21 pi. Mientras que los
anticuerpos IgG especificos para N y S se detectan por primera vez en el dia 7 pi,
con anticuerpos IgG anti-N que alcanzan su punto maximo el dia 21 pi, y las
respuestas IgG de S alcanzan su punto maximo en el dia 14 pi. Los niveles de
anticuerpos IgG de N y S comienzan a disminuir alrededor del dia 21 pi, mientras
que las respuestas N de IgG parecen mantenerse hasta 43 dpi (Diel et. al, 2016).
En el presente estudio, después de la infeccion experimental con vDEP, los

anticuerpos se detectaron primero en el suero en la primera semana. Mientras que
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los anticuerpos IgM especificos de N alcanzan el maximo en la semana 9 pi en
cerdos sin inmunidad previa y en la semana 16 pi en cerdos con inmunidad previa,
las respuestas IgM de S alcanzan su punto maximo en la semana 13 pi en cerdos
sin inmunidad previa y en la semana 21 en cerdos con inmunidad previa. Los
anticuerpos IgG especificos para N y S se detectan por primera vez en la semana
1 pi, con anticuerpos IgG anti-N que alcanzan su punto maximo en la semana 11
pi en cerdos sin inmunidad previa y en la semana 21 en cerdos con inmunidad
previa, y las respuestas IgG de S alcanzan su punto maximo en en la semana 13
pi en cerdos sin inmunidad previa y en la semana 1 en cerdos con inmunidad
previa el dia 14 pi. En general, se observé que la produccién de anticuerpos 1gG
de las proteinas N, S y M del vDEP tiende a incrementar a través del tiempo en
cerdos sin inmunidad previa, mientras que en cerdos con inmunidad previa tiende
a disminuir. La produccion de anticuerpos IgM tiende a incrementar en cerdos con
y sin inmunidad previa.

La respuesta de anticuerpos IgG determinada en el presente estudio mediante un
ELISA indirecto se logré practicamente durante cinco meses pos infeccion,
mientras que Stadler et al. (2018), detectaron anticuerpos IgG durante dos meses
posterior a la aparicion de los signos clinicos, mediante dos paquetes comerciales
de ELISA, ambos basados en la proteina N del vDEP, en cerdos de engorda. Los
lechones no seroconvirtieron de igual manera, por lo que se deben considerar las
diferencias dependientes de la edad en la tasa de deteccion y la persistencia de
los anticuerpos.

Gimenez-Lirola et. al (2017) detectaron anticuerpos IgG de las proteinas S, Ny M
de vDEP por primera vez entre 7 a 10 DPI y posteriormente durante 42 DPI. Sin
embargo, la respuesta de anticuerpos a las proteinas S fue el marcador mas
sensible de la infeccion temprana por vDEP y la mejor opcién para la deteccion
confiable de seropositivos débiles. En este estudio se detectaron anticuerpos de
las proteinas N, S y M desde la primera semana hasta la semana 21 pos infeccién
y se determiné que la mejor opcidn para la deteccién de la infeccion temprana y la
persistencia del vDEP fueron las proteinas N y M en cerdos con y sin inmunidad
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El sistema inmune del cerdo tiene la capacidad de reconocer proteinas especificas
de VDEP vy responder produciendo anticuerpos especificos. El desarrollo de
ensayos para anticuerpos de VDEP es importante para detectar infecciones,
confirmar la exposicion previa al virus y controlar los niveles de inmunidad
(Bjustrom-Kraft et. al, 2016).

En general, la magnitud de la respuesta de un anticuerpo depende de la cantidad
de antigeno presente en el sistema inmune. La proteina M es la proteina mas
abundante en la envoltura del virion, la proteina N es el antigeno de los
coronavirus mas abundante producido durante la infeccion y la proteina S forma
las proyecciones en forma de corona de la superficie viral. Por el contrario, la
proteina E esta presente solo en pequefias cantidades en las células infectadas y
en la envoltura viral, lo que puede explicar su pobre antigenicidad (Gimenez-Lirola
et. al 2017).

El diagndstico diferencial de coronavirus entéricos porcinos se basa en métodos
de deteccion directa de laboratorio, por ejemplo, métodos de PCR,
inmunohistoquimica, hibridacion in situ e inmunofluorescencia directa en tejidos.
Los ensayos basados en anticuerpos juegan un papel importante en la deteccion
de infeccion y en la evaluacién de la inmunidad, pero la reactividad cruzada de
anticuerpos entre coronavirus entéricos porcinos es una preocupacion importante.
En un estudio, se inocularon experimentalmente cerdos de siete semanas de edad
(sin historial de infecciones) con cada uno de los coronavirus porcinos (PEDV,
TGEV, PRCV y PDCoV) y se caracterizd la respuesta de anticuerpos IgG a
polipéptidos recombinantes derivados de proteinas estructurales de vDEP (S, N, M
y E) y a los viriones completos de vDEP utilizando un inmunoensayo multiplex
basado en microperlas fluorescentes (FMIA) y un ensayo inmunosorbente ligado a
enzimas (ELISA) de virus completo. La proteina S recombinante proporcioné la
mejor sensibilidad diagndstica, independientemente de la cepa VvDEP, sin
reactividad cruzada contra el virus de la gastroenteritis transmisible (VGET), el
coronavirus respiratorio porcino (PRCV) o el antisuero porcino del deltacoronavirus
(PDCoV). Las particulas de virus completo mostraron cierta reactividad cruzada
con los antisueros VGET, mientras que la proteina N presentd cierta reactividad
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cruzada con vGET. La proteina M presento reactividad cruzada con los antisueros
de VGET y PRCV. La proteina M presentd elevada reactividad cruzada con los
antisueros de VGET y PRCV (Gimenez-Lirola et. al 2017). En el presente estudio
se analizd la respuesta de anticuerpos IgG e IgM de las proteinas S, Ny M de
vDEP, considerando utilizar como mejores opciones las proteinas recombinantes
N y S para llevar a cabo un diagndostico mas preciso.

En un estudio se identifico al menos un epitopo en la region N-terminal de la
proteina N de vDEP y vGET que contribuye a presentar reactividad cruzada (Lin
et. al, 2015). En el presente estudio, se produjo una proteina N de longitud
completa. El truncamiento de la region N-terminal podria ayudar a evitar una

posible reactividad cruzada (Song et. al, 2016).
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10. CONCLUSION.

La amplia duracion y deteccion de la respuesta de anticuerpos I1gG e IgM contra la
proteina recombinate N del vDEP en muestras de suero, proporciona informacion
oportuna sobre la exposicion y la respuesta inmune en cerdos en crecimiento,
siendo una herramienta importante para la vigilancia, prevencion y control de la

enfermedad, optimizando la salud en las poblaciones porcinas.

El diagndstico rapido y preciso de la infeccion por PEDV es fundamental para la
implementacion de medidas efectivas de control de la enfermedad que ayuden a
reducir el riesgo de diseminacion. Por lo tanto, los ensayos de diagndstico
serologicos confiables proporcionan informacién valiosa sobre la exposicion previa

a VDEP vy la prevalencia de la infeccion.
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