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Resumen

En 1980 en granjas ubicadas en La Piedad Michoacan, México, se aislo un Paramixovirus,
especie Rubulavirus porcino (PorPV) agente etiologico de la enfermedad del Ojo Azul,
considerada la cuarta mas importante que afecta la industria porcina mexicana, debido a las
pérdida econdmica por la baja fertilidad, aumento de hasta el 19% de lechones nacidos
muertos, 30% mas de momias, hasta -4.1 lechones nacidos vivos y un aumento de hasta el
50% de mortalidad en la primera semana de vida de los lechones. El PorPV es un virus
ARN que codifica para seis proteinas estructurales NP, P, M, F, HN y L. La proteina mas
inmunogenica es la HN, la cual es capaz de inducir la produccién de anticuerpos
neutralizantes y tiene un peso de 66 kDa. El objetivo de este trabajo fue producir y purificar
la proteina recombinante HN del PorPV para posteriormente evaluar si es una candidata
para ser utilizada como inmundgeno en cerdos. Para detectar el gen HN en el vector
pDual®GC se realizo una PCR para la identificar las colonias de E. coli KRX que
contenian el plasmido donde ya se encontraba clonado el gen HN del PorPV,
posteriormente esas colonias se aislaron y se purifico su ADN para que con este se pudiera
realizar la transformacion de la cepa BL21 de E. coli utilizando cloruro de calcio y cloruro
de magnesio. Se realizd la evaluacion para determinar si la proteina recombinante se
expresaba formando cuerpos de inclusion dentro de la bacteria. Y se determind la
cuantificacion de la proteina de ambas cepas de E. coli mediante un método modificado de
Bradford. Posteriormente se realizd el proceso de purificacion por columna de afinidad
utilizando la resina Chelating Sepharose Fast Flow de GE Healthcare y se hizé el western
blot utilizando como anticuerpo primario anti-myc marcado con peroxidasa y suero de
cerdo positivo al PorPV revelando por quimioluminiscencia. Finalmente se evalud la
actividad neuraminidasa de la proteina recombinante. Mediante western blot y
cuantificacion se detectd que la induccion con IPTG en el pldsmido pDual®GC que
contiene clonado el gen HN del PorPV, produce una sobre expresion de la proteina
recombinante, dando lugar a la formacion de cuerpos de inclusion en la bacteria. El andlisis
estadistico mediante ¢ de student determin6 que la cepa de E. coli BL21 produjo una mayor
cantidad de cuerpos de inclusion (p=<0.05) que la cepa KRX. Se logro estandarizar el
proceso de purificacion de la proteina HN recombinante, determinado por el cromatograma
de purificacion y el western blot de las fracciones recuperadas de la purificacion. Los
anticuerpos producidos por el PorPV, fueron capaces de reconocer la proteina HN
recombinante con un peso de 66 kDa. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre
el estudio de la proteina recombinante HN del PorPV dan pauta al escalamiento en la
produccion, y la elaboracion de un inmunogeno en cerdos

Palabras clave: Rubulavirus porcino, proteina HN recombinante.

3



Abstract

In 1980, the pig farms located in La Piedad, Michoacan, México a new Paramyxoviridae
was isolated and latter classified as porcine Rubulavirus (PorPV) and the disease was
named Blue Eye Syndrome. There are more than 16 million pigs in at least one third of
them are affected. The disease is concentrated in the central states of México. In newborn
pigs 19% of the animals are born dead or mummified and of those born alive, up to 50%
are killed by the PorPV. The virus is an RNA one that codifies six structural proteins (NP, P,
M, F HN and L). The most immunogenic of the proteins is HN which is capable of eliciting
neutralizing antibodies. In SDS-PAGE it has a MW of 60 KD. Our aim was to purify a high
amount of a previously developed bacterial clone with the recombinant protein and evaluate
it as a candidate immunogen for pigs. To detect the HN gen in the pDual® GC Expression
Vector PCR was conducted in order to identify the E. coli KRX colonies that contained the
insertion. These colonies were separated, purified and their DNA purified to transfect the
BL21 strain of E. coli. We used Calcium and Magnesium Chloride. An evaluation was
conducted in order to determine the expression of the protein within the bacterial cells.
Once determined, the protein was quantified by a modified Bradford Method. The E. coli
strain that that was found the highest producer, it was grown to a large volume, the cells
lysed and the protein purified by affinity chromatography using the resin Chelating
Sepharose resin, Fast Flow from GE Health Care”. The protein was identified by indirect
peroxidase reaction using as a primary antibody anti-myc labeled with horse radish
peroxidase and Pig anti PorPV and was developed by chemiluminescence. Finally the
neuraminidase activity of the protein was evaluated. With western blot and protein
quantification, the highest expression of the recombinant HN protein was detected in
intracellular inclusion bodies. By the Student T test it was determined that the highest
producer of intracellular inclusion bodies was the E. coli BL21 strain (P= <0.05) than the
KRX. The purification process was standardized where we do not loss the recombinant HN
protein, this determined by purification chromatography and western blot for the purified
protein. The antibodies of the PorPV were capable of recognizing a 66kDa recombinant
protein. The use of vaccines is an important tool in the control and possible eradication of
diseases. We think that the recombinant HN protein from PorPV is a candidate as a good
immunogen in pigs.

Key words: porcine Rubulavirus, HN recombinant protein.



1. Introduccion

La carne de cerdo es la mas consumida en el mundo y su produccion mundial duplica la del
ganado bovino. El cerdo (Sus scrofa) es una especie de gran importancia para la industria
pecuaria mexicana, tiene un rendimiento en canal de hasta el 75%, incluso mayor en
comparacion con la del ganado bovino. La especie porcina se caracteriza por su
prolificidad, ya que una cerda es capaz de parir mas de 20 lechones cada afio, con una
conversion alimenticia de 3.5 Kg de alimento por Kg de crecimiento, en donde finalmente
cada uno de estos lechones puede ser sacrificado 6 meses después proporcionando 100 Kg
de peso. Hasta 1980 practicamente solo existia una zona de importancia en la produccioén
porcina en el pais, tanto por su concentracion porcina como por el nimero de personas
relacionadas con dicha explotacion y que representaba cerca del 80% de la actividad
econdmica de la region. Dicha zona abarcaba parte de los estados de Guanajuato (51%),
Michoacén (21%), Querétaro (16%) y Jalisco (9%) y cuyo centro mayor de actividad estaba
localizado en la ciudad de La Piedad Michoacan y poblaciones del estado de Guanajuato
que quedan en la ruta de La Piedad-Irapuato. Actualmente los estados con mayor
crecimiento en produccion porcina son: Yucatdn, Puebla, Sonora y Guanajuato, mientras
que Michoacén, Estado de México y Jalisco han disminuido su produccion (Bobadilla et

al.., 2010; Flores, 1993; Koeslag, 2006).

La enfermedad de ojo azul (EOA) s6lo ha sido reportada en México, sin embargo se han
encontrado paramixovirus porcinos estrechamente relacionados en otros paises como
Australia, Canadé, Japon e Israel (CFSPH, 2006). Desde la aparicion de la EOA, la
prevencion y el control en las granjas infectadas se ha basado en estandares de sanidad e
higiene, junto con la produccion de vacunas experimentales y comerciales (Correa-Giron et
al., 2002). Desde que se le identificd por primera vez, se ha logrado un avance importante
en el conocimiento de las caracteristicas moleculares del virus, las propiedades patologicas,

bioldgicas e inmunologicas de la enfermedad (Hernandez et al., 2004).



1.1. Antecedentes de la enfermedad

En 1980 en una granja de 2500 vientres ubicada en La Piedad Michoacan se dieron a
conocer los primeros brotes de una enfermedad con un cuadro clinico de incoordinacion,
temblores musculares, postracion, movimientos de carrera y opacidad corneal en lechones
de maternidad, de los cuales se aislé un virus hemoaglutinante. Sin embargo desde 1972
hay evidencias serologicas de que el agente etioldgico ya se encontraba presente en la
Republica Mexicana. Seis afnos después del primer brote en México esta enfermedad se
disemino a otros estados de la Republica Mexicana: Querétaro, Guanajuato, Nuevo Leon,
Jalisco, Hidalgo, Tlaxcala y el Distrito Federal. En 1988 se demostr6 que la enfermedad era
causada por un paramaixovirus, en cual afectaba severamente a los lechones menores de 21
dias y en cerdas gestantes el virus era responsable de trastornos reproductivos (Stephano et

al., 1981; 1988; Rosales et al., 1988).

Estudios serolégicos en 1991, 1992 y 1998 mostraron que los cerdos de los estados de
Aguascalientes, Campeche, Chiapas, Distrito Federal, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo,
Sonora, Tlaxcala, Tabasco y Zacatecas presentaron anticuerpos positivos a anticuerpos
contra el PorPV. Sin embargo, los brotes de esta enfermedad solo fueron reportados en los
estados centrales de nuestro pais, principalmente en Michoacan, Guanajuato y Jalisco.
Incluso ocasionalmente en otras areas se encontraron animales seropositivos que no
presentaron ningun signo clinico (Carredén y Fuentes 1991; Fuentes ef al., 1992; Correa et
al., 1997). Para el afio de 1999 y el 2000 se demostré mediante pruebas serologicas que el
virus causante de la enfermedad de ojo azul se encontraba presente en areas con una alta
poblacion porcina, como lo son el estado de Jalisco, Michoacdn, Guanajuato, Tlaxcala,
Estado de México, Hidalgo y Querétaro (Morilla et al.., 2002). En el afio 2011, Escobar-
Lopez y colaboradores encontraron que existe una seroprevalencia del PorPV del 9% al
23.7% en los estados de Jalisco, Michoacan, Estado de México y Guanajuato, por lo que la
enfermedad continua siendo endémica principalmente en la region central y occidental de la

Republica Mexicana.



La EOA es considerada una de las enfermedades mas importantes que afectan la industria
porcina mexicana. El impacto negativo en los parametros reproductivos y la mortalidad
asociada con los brotes en la granjas afectadas, es causa de importantes pérdidas
econdmicas (Correa-Giron et al.., 2002; Stephano, 2002), las cuales después de una
infeccion por el PorPV, se encuentran relacionadas a la baja fertilidad, al aumento del
porcentaje de lechones nacidos muertos (hasta 19%), aumento en el numero de momias
(hasta 30%) y se reduce el nimero de lechones nacidos vivos (-4.1), ademas de que durante
la primera semana de vida la mortalidad de los lechones se incrementa hasta en 50%

(Kirkland and Stephano, 2006).

El primer aislamiento obtenido del PorPV fue caracterizado por Moreno-Lopez y
colaboradores en 1986, y se denomin6 LPMV. Desde su aparicion el PorPV solo ha
permanecido en el centro de la Republica Mexicana, provocando signos nervios,
respiratorios y reproductivos en animales de diferentes edades y generando millonarias
pérdidas econdmicas en esta zona del pais (Sanchez et al., 2003). Ademas debido a que la
EOA es endémica en México, actualmente representa una barrera comercial que afecta
notablemente la produccion y comercializacion de la industria porcicola mexicana (APHIS,
2007). Hasta la fecha, en México no existe programa o norma oficial para controlar o

erradicar esta enfermedad.
1.2. Descripcion de la enfermedad de ojo azul

En 1981 Stephano y colaboradores reportaban en cerdos recién nacidos y lactantes la EOA
que se caracterizaba por encefalitis, neumonia y opacidad corneal, la cual generalmente
comienza con aparicion repentina de fiebre, lomo arqueado, postracién y depresion, estos
signos son seguidos de enfermedad neurologica progresiva con debilidad, ataxia, temblores
musculares, postura anormal y rigidez, especialmente de las patas traseras; algunos
lechones se encuentran hipersensibles y realizan movimientos de pedaleo cuando son
manipulados. Entre 1 y 10 % de los lechones desarrollan opacidad corneal unilateral o
bilateral, incluso se puede observar conjuntivitis, ceguera aparente, nistagmo, constipacion

y diarrea. Con frecuencia los lechones afectados mueren dentro de las primeras 48 horas de
7



la aparicion de los primeros signos clinicos; posteriormente se observan muertes después de

4 a 6 dias de la enfermedad.

En 1985, Stephano y Gay observaron que los cerdos destetados de mas de 30 dias de vida
mostraban signos moderados y transitorios que podian incluir anorexia, fiebre, tos,
estornudos y, ocasionalmente, opacidad corneal. Los signos neurologicos eran poco
comunes en este rango de edad, sin embargo se observaba depresion ocasional, ataxia y

marcha en circulos.

En 1988 se reportd que las lesiones macroscopicas no eran muy evidentes, mientras que
microscopicamente se observo encefalomielitis no supurativa, neumonia intersticial y
uveitis anterior con edema corneal. En las cerdas adultas se present6é una disminucién en la
tasa de concepcion debida al retorno al estro, abortos, muerte fetal, aumento de mortinatos

y fetos momificados (Stephano et al., 1988).

Ramirez-Mendoza (1997) realiz6 una infeccién experimental en verracos y demostrd que
las lesiones ocasionadas por el PorPV resultan en una inflamacién en la cabeza del
epididimo a los 15 dias post infeccion (DPI), reduccion en la concentracion y motilidad de
los espermatozoides (21 DPI) asociada a la formacion de granulomas, orquitis y fibrosis
(70-80 DPI), incluso cuando la infeccion se torna crénica se genera degeneracion de

tubulos seminiferos con infiltracion linfocitaria (30 DPI) y atrofia testicular.

Del 2000 al 2003 ocurrieron brotes atipicos de la enfermedad de ojo azul en un total de 22
granjas multi-sitio ubicadas en el estado de Jalisco, en las cuales el 60% de los cerdos de 3
a 4 meses de edad presentaron signos neumonicos, de estos animales el 20% presentaron
signos de encefalitis y la mortalidad se incrementd en un 30% durante este brote. Este
incremento en la neurovirulencia del PorPV puede estar asociado a las mutaciones
observadas en el gen HN del PorPV en las variantes PAC6-PAC9 (Sanchez—Betancourt et
al., 2008).

Para el 2004, Hernandez-Jauregui realizd estudios en cerdas de 6 a 10 semanas de

gestacion, en donde nueve cerdas fueron inoculadas con la cepa PAC 3 del PorPV. Las
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lesiones encontradas correspondian a congestion y hemorragia en placenta y endometrio. El
PorPV fue aislado de pulmones, tonsilas, ovarios, placenta, iitero y nodos linfoides de las

cerdas, y de los fetos se logré aislar de cerebro, pulmones e higado.

En el afio 2013 Rivera-Benitez y colaboradores (a) mediante una infeccion experimental en
cerdos de seis semanas de edad demostraron la patogenicidad y distribucion de la infeccion
en el aparato respiratorio ocasionada por el PorPV, en donde la excrecion vial se detectd en
fluidos nasales hasta 23 DPI. Se detect6 una alta carga viral en amigdalas, paladar blando y
nodos linfoides. Las lesiones principales se encontraban en pulmon y correspondian a una

neumonia intersticial e hiperplasia asociada a tejido linfoide.
1.3. Agente etiologico

El Rubulavirus porcino es el agente causal de la EOA, el cual esta clasificado en el orden
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, género
Rubulavirus, especie Rubulavirus porcino (Rima et al., 1995; Hernandez et al., 2004). Es
un virus ARN, envuelto, en sentido negativo de una hebra no segmentada, formada por
15180 pares de bases, que actlian como molde para la sintesis del ARN mensajero (Wang
et al.., 2007). Est4 dividido en 6 genes (3’-NP-P-M-F-HN-L-5) que codifican para seis
proteinas estructurales y 3 no estructurales (Linné et al, 1992), cuyas caracteristicas

moleculares se muestran en el cuadro 1.

Las proteinas estructurales son tres correspondientes a proteinas asociadas a la
nucleocapside: la nucleoproteina (NP), la fosfoproteina (P) y la proteina de alto peso
molecular (L) y tres asociadas a membrana del PorPV: proteina de matriz (M), la
hemoaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina de fusién (F) (Moreno-Lopéz et al.,

1986; Sundqvist et al., 1990).

El gen P puede dar origen a una proteina estructural (P) y a tres no estructurales: V, I y C.
Datos experimentales indican que los péptidos V y C se encuentran involucrados en la
regulacion de la replicacion y la transcripcion viral, ademads, se relacionan con la actividad

inhibitoria sobre el complejo polimerasa viral y en la inhibicion de las cascadas de
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activacion del interferon en la célula hospedera como respuesta a la infeccion. La funciéon
de la proteina I aun es desconocida (Hernandez et al/, 2004). La proteina V, de 249
aminoacidos, es codificada por una copia exacta del gen P. La adicion de dos guaninas no
codificadas, entre las posiciones 586 a 591 de la secuencia gendmica, permite que el marco
de lectura se alargue para dar lugar a la expresion de la proteina P, de 404 aminoacidos. El
marco de lectura que da origen a la proteina I se forma de manera similar al de la proteina
P, s6lo que en lugar de afiadir dos guaninas se afiade una, lo que ocasiona que el marco de
lectura termine antes que cualquiera de los otros dos, originando un péptido de 174
aminoacidos. Por ultimo, la proteina C (126 aminoacidos) se genera de un marco de lectura

mas pequeiio contenido dentro de los tres anteriores. (Berg ef al., 1992).

La nucleoproteina tiene un peso molecular de 68 kDa y estd constituida por 545
aminodacidos. Forma parte integral de la nucleocapside y se encuentra asociada al genoma
del PorPV. Tiene la capacidad de no desprenderse durante los procesos de replicacion y
transcripcion y cada molécula de la NP se encuentra unida a seis nucleoétidos y su afinidad
es tan alta que impide que el genoma del RVP se encuentre desnudo dentro de la célula
hospedadora, lo cual protege al ARN viral de un posible reconocimiento antiviral en la

célula (Santos-Lopez ef al., 2004).

El gen que codifica para la proteina L es altamente conservado en comparacion con otros
paramixovirus. La proteina L es las mas grande del PorPV vy tiene una actividad catalitica
en la sintesis de ARN genomico y ARNm, ademas la gran similitud con el virus de la
estomatitis vesicular sugiere que la proteina tiene actividades de metiltransferasa, cinasa y

poliadenilsintetasa (Svenda et al., 1997).

La proteina F es una glicoproteina transmembranal altamente conservada entre la familia de
los paramixovirus, la cual participa con la glicoproteina HN, en la fusion de la envoltura
viral a la membrana celular, lo que permite que el virus se introduzca al citoplasma y
posteriormente se puedan formar células multinucleadas debido a la fusion de las
membranas celulares. La glicoproteina F (precursor inactivo Fo) tiene un sitio de escision
His-Arg-Lys-Lys-Arg, el cual es cortado por una proteasa, dando origen a los polipéptidos
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F1y Fa, el extremo N-terminal de la subunidad F; estd relacionado directamente al ataque

inicial de la membrana celular para dar lugar a la fusion (Berg et al., 1997).

La proteina hemoaglutinina-neuraminidasa (HN) tiene una capacidad hemoaglutinante,
neuraminidasa y promotora de fusion de la membrana de la célula y del virus. Es una
glicoproteina transmembranal responsable de reconocer y adherirse al receptor especifico
en la célula. Es capaz de aglutinar debido a los receptores de acido sidlico en la superficie
de eritrocitos de cerdo, carnero, bovino, cuyo, canino, conejo, raton, rata, hamster y
humano tipo A, B y O (Moreno-Lopez et. al.,, 1986, Stephano et al., 1988). La actividad
neuraminidasa de la HN le permite hidrolizar los residuos de acido sialico de los receptores
celulares, lo que permite la liberacion del virus de la célula infectada (Santos-Lopez et al.,
2004). Esta glicoproteina fue purificada y se determind que esta constituida por 50.5% de
aminoacidos no polares, 13.3% de aminoacidos polares sin carga y 13.6% de aminoacidos
polares con carga y esta organizada en una region intracelular (aminoacido 1 al 25), en una
region hidrofébica transmembranal (del aminoacido 26 al 47) y una region extracelular que
posee la actividad hemoaglutinante y neuraminidasa (48 al 576) (Reyes-Leyva et al., 1999;
Zenteno-Cuevas et al., 1998). La HN tiene una afinidad a los residuos del acido N-acetil
neuraminico unidos por enlace glicosidico alfa 2-3 a galactosa (NeuAco2-3Gal), este
dominio de reconocimiento a este receptor es altamente conservado en los paramixovirus
(Reyes-Leyva et al., 1997; Santos-Lopez et al., 2004). Este receptor da lugar a las
diferencias patoldgicas del PorPV entre distintos grupos de edad de cerdos, debido a que en
el sistema nervioso central de cerdos neonatos y aparato reproductor de cerdos adultos se
expresan abundantes receptores del NeuAco2-3Gal, sin embargo, la maduracion del
sistema nervioso central de los lechones incluye cambios drésticos en la expresion del acido
sidlico, dando como consecuencia la disminucion de los receptores NeuAco2-3Gal y el

aumento del isémero NeuAca2-6Gal (Vallejo et al., 2000).
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Figura 1. Esquema del rubulavirus porcino (A) y mapa genético (B).

Gen Peso molecular Longitud Tamafio
(kDa) (nucledtidos) | (aminoacidos)
NP 68 1785 545
P 52 1372 404
40 1340 369
F Fi 59 1838 541
F, 12
HN 66 1862 576
L 200 6786 2251

Cuadro 1. Caracteristicas moleculares de los genes del PorPV y sus productos (Santos-Lopez et al.,

2004; Wang et al., 2007).
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Los paramixovirus tienen la habilidad de establecer infecciones persistentes in vitro, asi
como in vivo, este aspecto resulta importante por el riesgo que implica en la perpetuacion
del virus y la posibilidad de que animales persistentemente infectados que liberen el virus
en forma esporadica (Hjetner, 1998; Cuevas et al., 2000; 2009). En las infecciones por
paramixovirus, se espera que el virus conserve la capacidad de codificar las proteinas
funcionales involucradas en la transcripcion y replicacion viral. Debido a su modo de
replicacion de los paramixovirus, las infecciones persistentes pueden conducir a
enfermedades cronicas (Randall y Russell, 1991). Estudios demuestran que el PorPV puede
mantener una infeccion persistente en el sistema nervioso, respiratorio, genitourinario,
organos linfoides, tracto reproductor de verracos y semen (Cuevas et al., 2009; Hjetner,
1997; Rivera-Benitez et al., 2013(b); Wiman et al., 1998). Este aspecto resulta importante
dado que cerdos infectados por el PorPV de manera crénica y natural fueron capaces de
trasmitir el virus a cerdos sanos, esto al detectar ARNm del gen NP y P (Cuevas et al.,
2014). En la infeccién cronica producida por otro paramixovirus, el virus del sarampion, las

proteinas involucradas en la persistencia son NP, P y L (Randall y Russell, 1991).
1.4. Biologia molecular del PorPV

Desde que el PorPV-LPMV fue aislado por primera vez en 1984, se ha encontrado una
variabilidad del gen hemaglutinina-neuraminidasa respecto a diferentes aislamientos del
PorPV obtenidos desde 1990 y hasta el 2003. La realizacion de estudios de biologia
molecular y de secuenciacion del gen HN de diferentes aislamientos del virus ha permitido
identificar variantes genéticas. Actualmente se encuentran reportadas 12 secuencias
diferentes del gen HN del PorPV (Cuadro 2), respecto al primer virus aislado en La Piedad
Michoacan (Moreno-Lopez et al, 1986; Sanchez-Betancourt et al., 2008).

Estas 13 secuencias se han dividido en tres genogrupos, los cuales se han asociado con las
diferentes presentaciones clinicas de la enfermedad de ojo azul. El primer genogrupo esta
asociado con trastornos neuroldgicos en lechones provocados por la cepa LPMV, PACI1 y
PAC 4, caracterizada por presentar trastornos respiratorios en cerdos en crecimiento. El

segundo genogrupo incluye a la PAC 2 y PAC 3, relacionadas con fallas reproductivas en
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cerdos adultos. Y en el tercer genogrupo se incluyen las variantes PAC6, PAC7, PAC8 y
PAC9, las cuales estan asociadas con la presentacion de signos neurologicos en cerdos en
crecimiento y cerdos adultos. Sin embargo, de las cepas CI, CII, CII y CIV, no se han
realizado estudios que permitan incluirlas en algin genogrupo (Figura 2) (Ramirez-
Mendoza et al., 1997; Reyes-Leyva et al., 2002; Rivera-Benitez et al., 2013 (c); Sanchez-
Betancourt et al., 2008).

Cepa del Aifio de Numero de acceso en | Estado donde se
PorPV aislamiento el GenBank aislo la cepa
LPMV 1984 S77541 Michoacan

C-1 1991 AY463798 Jalisco

C-11 1991 AY487249 Jalisco
C-II1 1999 AY487251 Michoacan
C-1v 1999 AY487250 Michoacan
PAC1 1990 KP229773 Michoacan
PAC2 1990 EF413172 Michoacan
PAC3 1992 EF413173 Michoacan
PAC4 1993 EF413174 Michoacan
PAC6 2001 EF413175 Jalisco
PAC7 2002 EF413176 Jalisco
PACS 2002 EF413177 Jalisco
PAC9 2003 EF413178 Jalisco

Cuadro 2. Variabilidad genémica del gen HN (Moreno-Lopez et al, 1986; Reyes-Leyva et al,
2002; Ramirez-Mendoza et al, 1997; Paniagua-Buelnas, 2000; Sanchez-Betancourt et al,
2008; Santos-Lopez et al., 2015).
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Genogrupo 3

Genogrupo 2

0.002

@)

| Genogrupo 1

Figura 2. Arbol filogenético de las variantes del PorPV en el gen de la HN donde se muestran los

tres diferentes genogrupos del Rubulavirus porcino.
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1.5. Inmunidad al PorPV

Hay una especificidad de los anticuerpos hacia las proteinas HN (Hemaglutinina-
Neuraminidasa), M (Matriz) y NP (Nucleoproteina) del virus, pero estd demostrada la

inmunodominancia de la proteina HN (Hernandez et al., 2004).

La respuesta humoral contra el PorPV se inicia con la produccion de anticuerpos desde la
primera semana posinfeccion. Durante las primeras 4 semanas los titulos se incrementan
entre 4 y 6 unidades logaritmicas en base 2 y a partir de la quinta semana llegan a
incrementarse hasta 8.5 unidades logaritmicas. Los anticuerpos generados estan dirigidos
principalmente contra las proteinas HN y NP. Los anticuerpos contra HN son capaces de
inhibir la hemoaglutinacion y neutralizar la infeccion viral (Herndndez et al., 1998). En la
infeccion natural se han encontrado anticuerpos hasta 18 meses después de presentarse los
signos clinicos de la enfermedad (Stephano ef al., 1988). Los anticuerpos contra el PorPV
pueden ser inducidos utilizando como antigeno virus inactivado con formalina y esta
inmunidad puede transmitirse de la madre a los hijos al vacunar a cerdas en gestacion. Los
anticuerpos adquiridos pasivamente de la madre, a través de la placenta o al consumir el
calostro y la leche, logran controlar la infeccion y reducir los indices de morbilidad y
mortalidad en los lechones nacidos de cerdas vacunadas (Hernandez-Jauregui et al., 1992).
Ensayos in vitro muestran que los anticuerpos especificos contra el PorPV o contra

determinantes antigénicos de la proteina HN poseen actividad neutralizante (Zenteno et al.,

1998).

El primer cambio que se observa en la respuesta inmune celular después de la infeccion con
PorPV es un aumento en el nimero de linfocitos T citotoxicos (CD8+). Esto ocurre durante
la primera semana, demostrando la importancia de estas células en el control de la
infeccion. Ademés de la reduccion en el numero de linfocitos CD4+ que ocurre en la
tercera semana post infeccion. Este fenomeno puede estar ligado a dos eventos: por un lado,
las células especificas para antigenos virales son reclutadas a los tejidos infectados para
participar en el control de la infeccion. Esto es sugerido por la abundancia de linfocitos y

monocitos observados en los tejidos infectados en el tracto de los verracos (Ramirez-
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Mendoza et al., 1997). Por otra parte, se ha demostrado que los linfocitos CD4+
estimulados por el virus se transforman en linfocitos CD4+CD8+. Los estudios realizados
demuestran que esta poblacion de linfocitos T responden de manera especifica al virus para
convertirse en células de memoria productoras de citocinas de tipo 2 (principalmente
interleucina 10), las cuales inducen una respuesta inmune mediada por anticuerpos
(Hernandez et al., 2001; 2002). Este tal vez sea un mecanismo inducido por los rubulavirus
para modular la respuesta antiviral y sobrevivir en el hospedero evitando la actividad
citolitica de los linfocitos T. La importancia de la respuesta inmune celular en el control de
la infeccion viral fue evaluada midiendo la capacidad proliferativa de células inmunes en
respuesta al antigeno viral y a los mitégenos concanavalina A y fitohemaglutinina. Una fase
de inmunosupresion pasajera fue identificada en los animales infectados, representada por
indices de proliferacion muy bajos con los dos mitdogenos (Hernandez et al., 1998). Esta
inmunosupresion puede ser la razéon de que se haya descrito un incremento en la
susceptibilidad a padecer infecciones secundarias en los animales infectados con PorPV
(Herndndez-Jauregui et al., 2001). El andlisis de los valores de los diferentes tipos de
leucocitos en los animales infectados mostré que durante la tercera semana de la infeccion
se presenta una disminucion del 19% de linfocitos T, de 28% de linfocitos B y de 53% de
monocitos en comparacion con los valores promedios observados en los animales sanos
utilizados como testigos (Hernandez et al., 1998). La identificacion de antigeno viral en el
interior de células mononucleares circulantes y en células inmunes de nodulos linfaticos,
indica que el mismo sistema inmune es blanco de la infeccion viral, aunque no se presente
una notable alteracion en los mecanismos de respuesta como ocurre en virus

verdaderamente inmunosupresores (Reyes-Leyva ef al., 2002).
1.6. Vacunacion contra el PorPV

Actualmente existes dos vacunas comerciales, sin embargo, se han desarrollado varias
vacunas experimentales. Una de ellas corresponde a una vacuna inactivada y con un
adyuvante oleoso desarrollada en 1990 en el CENID-Microbiologia Animal del INIFAP,

reportan que la vacuna protegi6 al 100% de los lechones desafiados provenientes de madres
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vacunadas, y que se lograron controlar dos brotes agudos de ojo azul, en donde los casos
clinicos y muertes terminaron a los seis y ocho dias de la vacunacidén respectivamente

(Correa-Giron et al., 2002).

Fuentes y colaboradores (1994) elaboraron otra vacuna experimental inactivada con la cepa
POA-87, en donde se mididé la respuesta inmune humoral de los cerdos mediante
seroneutralizacion (SN) teniendo como resultados que la media de anticuerpos fue de 1:32.
De igual forma se vacunaron cerdas gestantes y se les realizd la prueba de SN a sus
lechones en donde se tuvo un titulo de 1:16 y a los 38 dias ya no se encontraron
anticuerpos. En la prueba de desafio hubo una proteccion del 71.4% en los lechones de

madres vacunadas.
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2. Justificacion

La EOA en cerdos solo se ha reportado en México y es endémica en la region central de
pais. Hasta el 2002 fue considerada la cuarta enfermedad mas importante en la industria
porcina, debido a las graves pérdidas econdmicas que produce. Actualmente, representa una
barrera arancelaria para la exportacion de cerdo y subproductos. Por lo tanto es importante
buscar alternativas de prevencion y control de la enfermedad, siendo el uso de vacunas una
herramienta muy importante para lograrlo. Es por esto que la proteina HN del rubulavirus
porcino, al ser inmunodominante, podria ser una buena alternativa para ser utilizada como

inmunogeno y de esta forma brindar otra alternativa de control de la enfermedad.
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3. Hipotesis

Si se logra la produccion y purificacion de la proteina HN recombinante inmunodominante
del PorPV y se determina su inmuno reactividad in vitro entonces puede ser una buena

candidata para ser usada como inmunogeno en cerdos.
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4. Objetivos

General:

Producir y purificar la proteina recombinante HN del rubulavirus porcino y su reactividad

in vitro

Particulares:

Identificar las colonias de E. coli KRX que expresen el gen HN del PorPV en el
vector pDual®GC.

Identificar la expresion de la proteina HN en E. coli KRX.

Transformar la cepa de E. coli BL21 con el vector de expresion pDual® GC que
contenga en gen HN clonado y comparar su expresion y produccion de proteina con

la cepa E. coli KRX.

Estandarizar el proceso de produccion y purificacion mediante columna de afinidad

para la proteina recombinante HN.

Detectar de la proteina recombinante HN mediante pruebas de Western-blot.

Identificar la actividad in vitro de la proteina HN recombinante
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5. Materiales y métodos

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Virologia y Microbiologia de las
Enfermedades Respiratorias del Cerdo de la UNAM FES-Cuautitlan, laboratorio de
Epizootiologia del CENID Microbiologia Animal, INIFAP y en el laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular de la BUAP.

5.1. Expresion y produccion de la proteina recombinante HN del

PorPV

El gen que codifica para la proteina HN del PorPV fue clonado en el vector pDual® GC
(Figura 3) y esta construccion se utilizod para transformar la bacteria Escherichia coli cepa
KRX, la cual tiene como caracteristica tener una expresion controlada y eficiente de

proteinas recombinantes.
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Figura 3. Mapa del vector p Dual GC donde se clonado expresado el gen HN del PorPV.
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5.2. Deteccion del gen HN del PorPV en E. coli KRX

Para detectar el gen HN del PorPV clonado en el vector pDual®GC se realizé un PCR
punto final utilizando el kit Go Tag® (Promega, Madison, WI) a las colonias bacterianas
transformadas de E. coli KRX, el cual amplifica una secuencia de 2000 pares de bases
mediante la utilizacion de iniciadores (delantero: 5°-TAC TCT TCA ATG TCT CAA TTA
GGG ACT GAT-3’; reverso 5°-TAC TCT TCT AAG ATA GCG TGA TTG AAT CTT AAT-
3’). Como ADN molde se utiliz6 una muestra de la colonia bacteriana colocandola

directamente en el tubo de reaccion de PCR. La mezcla de reaccidon se muestra en el cuadro

3 y protocolo de amplificacion en el cuadro 4.

Reactivo Volumen en pl

H:0 18.25
10x Buffer 2.5
dNTPs (10uM) 0.5
Iniciador delantero (10uM) 0.5
Iniciador reverso (10uM) 0.5
MgClL: 2.5

TaqPol 0.25

Cuadro 3. Condiciones de la reaccion de PCR.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos 1
Amplificacion 95°C 30 segundos
60°C 30 segundos 35
72°C 2.5 minutos
Extension final 72°C 7 minutos 1

Cuadro 4. Protocolo de amplificacion del gen HN mediante PCR punto final.
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5.3. Extraccion y purificacion del ADN de E. coli KRX

La extraccion total del ADN se realizo mediante la utilizacion del kit comercial Wizard®
Plus SV Minipreps ADN Purification System Promega, de acuerdo al protocolo de

manufactura.
5.4. Cuantificacion del ADN plasmidico

La cuantificacion de ADN se llevé a cabo mediante el uso del espectrofotometro NanoDrop

2000® de Thermo Scientific©, utilizando 2.0 pl de muestra de ADN.

5.5. Transformacion de E. coli BL21

Para preparar a las células £ coli BL21 (EMDBiosciences/Novagen, Madison, WI)
competentes se sembraron en una placa de agar Luria Bertani (LB) y se incub6 por 16 horas
a 37°C. Estas bacterias se inocularon en 25 ml de medio LB, el cual se dej6 incubar a 37°C
en agitacion constante (250 rpm) hasta que alcanzé 0.35 unidades de absorbancia a 600nm
(aproximadamente tres horas después de la inoculacion). Posteriormente se transfirio el
cultivo a un tubo estéril de 50 ml y se colocd en hielo durante 10 minutos, después se
centrifugd a 4100 rpm durante 10 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se
resuspendi6 el pellet en 15 ml de una solucion fria de MgCl, a 80mM y CaCl> a 20mM. Se
centrifugd a 4100 rpm durante 10 minutos, para posteriormente eliminar el sobrenadante y
resuspender en 1.0 ml de solucion fria de CaClz 0.1M. Esta resuspencion se transfirio a un
micro tubo de 1.5 ml. Las células se mantuvieron en esta suspension durante 12 horas a

4°C.

Posterior a este tratamiento se procedid a realizar la transformacion de las células BL21
tomando 200 pl de las células competentes y pasandolas a un micro tubo de 1.5 ml y
anadiéndole 50 pg de ADN plasmidico extraido y purificado de las células KRX, el cual se
resuspendié suavemente. Esta mezcla se coloco en incubacion a 42°C durante exactamente
90 segundos y después se transfirio a hielo durante 2 minutos, a las cuales se les adicion6

800 ul de medio LB y se dejo crecer por 45 minutos a 37*C. Se transfirieron 200 pul de este
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cultivo a una placa de LB-kanamicina y se dejo incubar a temperatura ambiente hasta su
evaporacion para finalmente incubar a 37°C durante 16 horas (Graham & Van der Eb,

1973).

5.6. Produccion de la proteina HN en E.coli KRX y E. Coli BL21

Una vez seleccionadas mendiante PCR las colonias bacterianas transformadas con el gen
plasmidico HN se realizo un cultivo bacteriano de estas E. coli en medio LB bajo en sales
(ver anexo) con 200 ul de kanamicina (10mg/ml), el cual se dejé crecer durante 18 horas.
De este cultivo se tomaron 250 ul para inocular en 75 ml de medio LB bajo en sales y se
incubd en agitacion continua (250 rpm) a 37°C durante 3 horas. Posteriormente se
agregaron 250 pul de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1M y 50 ul de L-Ramosa
al 20% para nuevamente mantenerlos en agitacion continua (250 rpm) durante 18 horas a

37°C (Larentis et al., 2011).
5.7. Determinacion cuerpos de inclusion en E. coli KRX.

Después de la induccion de la expresion, las células se recuperan por centrifugacion a 6000
rpm por 10 minutos y el pellet celular se lavo con 5 ml de agua destilada estéril, se recuperd
nuevamente por centrifugacion a 6000 rpm 10 minutos y el pellet se resuspendi6 en 5 ml de
sacarosa al 20%, se pas6 a agitacion continua (250 rpm por 10 minutos), para
posteriormente centrifugar a 8000 rpm por 20 minutos, de este proceso se desecho el
sobrenadante y el pellet se resuspendid en 5 ml de un buffer de tris-HC1 5 mM pH 7.5. Se
agregaron perlas de vidrio en un volumen igual al de la suspension anterior
(aproximadamente 5 ml) y se rompieron las células en un homogeneizador por 1 hora, las
perlas de vidrio fueron filtradas y el extracto se centrifugd a 8000 rpm por 20 minutos, para
posteriormente separar el sobrenadante (extracto proteico soluble) y se guarda para su
analisis. Al pellet (extracto proteico insoluble) se le afiadieron 5 ml de triton al 1% y se
mantuvo en agitacion constante (250 rpm 10 min), para después centrifugar a 8000 rpm 20
minutos. El sobrenadante se elimin6 y el precipitado se lavd con 5 ml de agua destilada

estéril en agitacion constante (250 rpm 10 min), se centrifugd a 8000 rpm 20 minutos, se
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elimin6 el sobrenadante y se disolvid el pellet en 5 ml de un buffer de solubilizaciéon pH
7.0 (ver anexo) y se mantuvo en agitacion constante (250 rpm 24 horas). Al finalizar se

centrifugd a 8000 rpm 20 minutos y se recuper6 el sobrenadante (Dunn et al., 2004).

5.8. Western-blot

5.8.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas expresadas y purificadas se separaron y evaluaron mediante una
electroforesis en geles de acrilamida al 12% utilizando un equipo Bio-Rad, con un
separador de 1.0 mm. Se prepararon dos geles, uno para realizar una tinciéon de Coomassie
y otro para la transferencia a membranas de PVDF (Immobilon-P, Merck Millipore). Se
prepard y se coloco el gel separador, una vez que polimerizo6 se colocd el gel concentrador
y el peine para las muestras, una vez polimerizado se introdujo en la cdmara de
electroforesis, a la cual se le anadio el buffer de corrida 1x (ver anexo) y las muestras
fueron cargadas, las cuales anteriormente habian sido desnaturalizadas mediante la

utilizacion del buffer reductor Laemmli de Bio-Rad (Laemmli, 1970).

La electroforesis se realizo a 70 volts en la fraccion del gel concentrador y 150 volts para la

fraccion gel de corrida.
5.8.2. Tincion con azul de Coomassie

Al finalizar la electroforesis, el gel se tifi6 con azul de Coomassie (ver anexo) durante una
hora en ligera agitacion y después el gel se pas6d a una solucion de destefiido durante 30
minutos en agitacion continua para poder observar las proteinas totales y las proteinas de

interés (Zacharius et. al., 1969).
5.8.3. Transferencia de proteinas a membrana PVDF

Posterior a la electroforesis se armo el cassette para realizar la transferencia de las proteinas
a la membrana de PVDF. Se humedecieron dos esponjas y seis papel filtro en buffer de
transferencia (ver anexo) para después armar el cassette de la siguiente manera: del lado de
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la tapa negra se coloco una esponja, tres filtros, el gel de acrilamida con las proteinas de
interés, membrana PVDF (previamente activada con metanol por 30 segundos, lavada con
agua destilada por 5 minutos y lavada con buffer de transferencia por 10 minutos), tres
papel filtro y por ultimo una esponja. Se coloco en la camara con buffer de transferencia y

se le aplicaron 200 mA por dos horas (Towbin et. al., 1979).

5.8.4. Revelado de membrana PVDF para detectar la inmuno

reactividad de la proteina HN

Para confirmar la expresion de la proteina recombinante HN del PorPV la membrana de
PVDF se bloqued con una solucion de leche descremada en polvo al 5% en TBS durante
una hora a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados de diez minutos cada uno con
solucion de TBS-Tween 0.05%, posteriormente se dejo la membrana incubando con el
anticuerpo primario anti-myc conjugado con peroxidasa en una dilucién 1:5000 en TBS
(ver anexo) durante toda la noche a 4°C, para nuevamente realizar tres lavados con

solucion TBS-Tween 0.05% y revelar mediante quimioluminiscencia (Raffo ez. al., 1995).

Para saber si nuestra proteina recombinante era reconocida por anticuerpos contra el
PorPV, la membrana de PVDF se bloqued, como se describio anteriormente, se realizaron
tres lavados con soluciéon TBS-Tween 0.05% y se incubd con suero de cerdo infectado
experimentalmente con la cepa PAC 3 en dilucion 1:2 en PBS estéril durante toda la noche
a 4°C, posteriormente se lavd la membrana y se coloco el anticuerpo secundario anti IgG
acoplado a fosfatasa alcalina producido en conejo en dilucion 1:5000 en solucion TBS, se
lavo la membrana y se revel6 utilizando el sustrato para fosfatasa alcalina Western-Blue de

PROMEGA (Blake et. al., 1984).
5.9.Purificacion

Se adicionaron a la columna 2.5 ml de los cuerpos de inclusion solubilizados a 2.0 unidades
de absorbancia 280 nm en una columna con resina Chelating Sepharose Fast Flow de GE

Healthcare previamente sanitizada, con la resina activada y equilibrada. Posterior a la

27



adicion de los cuerpos de inclusion se realizo el lavado de la columna y por ultimo la

elusion para la obtencion de la proteina HN purificadas (ver anexo) (Dunn et al.., 2004).
5.10.  Determinacion de proteinas totales

Para realizar la cuantificacion de proteinas totales se utiliz6 el método de Sedmak y
Grossberg reportado en 1977, mediante una curva de calibracion de albumina a una
concentracion de 0.1 mg/ml y azul de Coomassie G-250 en acido perclorico (ver anexo).
Las muestras se midieron a una absorbancia de 620nm y se calculé su concentracién

mediante la interpolacion con la curva de albumina.
5.11. Actividad neuraminidasa

Para determinar si la proteina recombinante HN del PorPV tenia actividad neuramindasa se

realizo la mezcla de reaccidn como se muestra en el cuadro 5.

Buffer de acetatos de sodio 0.4M a pH 4.0 50 ul
Fetuina 10 mg/ml 50 pl

Muestra 50 pl

Agua 50 ul

Cuadro 5. Reactivos utilizados para la determinacion de la actividad neuraminidasa.

Posteriormente se incub6 a 37°C durante 30 minutos, se paso a ebulliciéon por 2 minutos y
se le agregd 50 pl de acido peryddico (5.7 mg/ml de acido peryddico en HCI 125 mM
preparado al momento), después se incubo nuevamente 37 °C durante 30 minutos y se le
agreg6 40 pl de arsenito de sodio al 2% en HCI 0.5 M, 200 pl de &cido tiobarbitarico 0.1M
pH 9 y se puso en ebullicion 10 minutos hasta aparicion de un color rosa, se pas6é a un
choque térmico en hielo durante 2 minutos y se regreso a ebullicion unos segundos hasta
recuperar el color rosado. Posteriormente se le agregd 500 pul de n-butanol en HC1 0.5 y se
centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos. Al final se tomaron 250 ul de la fase acuosa y se

midio6 absorbancia a 550 nm (Kalbfuss et al., 2008).
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5.12.  Dialisis de la proteina recombinante

Para eliminar las sales y el imidazol de la proteina HN recombinante purificada se realiz6 el
proceso de dialisis utilizando membranas de celulosa regenerada Spectra/Por, las cuales son
capaces de retener particulas de un peso mayor a 14 kDa. La proteina en la membrana de
dialisis se colocd en agitacion continua a 4.0°C durante 24 horas haciéndole pasar por cada

mililitro de muestra 500 ml de agua destilada desionizada (Nelson et.al, 2008).

5.13. Liofilizacion de la proteina recombinante HN del PorPV

La muestra de proteina recombinante purificada y dializada se colocd en frascos de vidrio y
posteriormente en la liofilizadora Cryodos Telstar® durante 24 horas a 0.013mBar y -

88.0°C en promedio.

5.14. Analisis estadistico

Al utilizar dos cepas de E. coli (KRX y BL21) especializadas en la sobre expresion de
proteinas recombinantes y transformadas con el pldsmido fue necesario determinar cual de
las dos produjo la mayor cantidad de cuerpos de inclusion. Para esto se realizo la sobre
expresion con IPTG para la produccion de la proteina recombinante HN y se extrajeron los
cuerpos de inclusién de ambas cepas. De este ensayo se realizaron tres repeticiones para la
cepa KRX y BL21 y se comparo la cantidad obtenida de cuerpos de inclusiéon mediante

estadistica descriptiva de los datos obtenidos utilizando la prueba ¢ de student (Daniel,

2004).
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6. Resultados

Gen HN

Mediante la amplificacion por PCR punto final se logro la identificacion de cinco colonias
de E. coli KRX positivas al gen HN (Figura 4), con las cuales se comenzo6 a trabajar para la

produccion de la proteina y la purificacion del ADN plasmidico.

1500 Pb o> €——2000 pb

Figura 4.Productos de PCR en gel de agarosa al 0.8%.1: marcador de pares de bases. 2-4: colonias
de E. coli KRX negativas. 5-9: colonias de E. coli KRX positivas. 10: control negativo.

Determinacion de cuerpos de inclusion en cepas transformadas de E. coli

Debido a que la sobre expresion de genes clonados puede derivar en la formacion de
agregados proteicos insolubles en los sistemas bacterianos para la expresion de proteinas
recombinantes, como es el caso de Escherichia coli, se tuvo que determinar en donde se
encontraba la mayor cantidad de proteina HN recombinante del PorPV. Para esto se
utilizaron muestras de la cepa bacteriana sin transformar, sin inducir, fraccion proteica
soluble del lisado bacteriano transformado e inducido, fraccion de lavados del extracto
proteico insoluble del lisado bacteriano transformado e inducido y una fraccion del extracto

proteico insoluble del lisado bacteriano transformado e inducido. Estas muestras se
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corrieron en un gel SDS-PAGE vy se revel6 utilizando quimioluminiscencia (Figura 5). Se
logré determinar que la proteina HN del PorPV se encuentra en mayor cantidad en el
extracto proteico insoluble, por lo que para poder ser utilizada posteriormente se necesita

solubilizar utilizando urea.

M ST SI S L I

75 kDa

50 kDa

Figura 5. Western-blot revelado mediante quimioluminiscencia. M: marcador de peso molecular.
ST: cepa E. coli KRX sin transformar. SI: cepa de E. coli KRX-HN sin inducir. S: fraccion proteica
soluble del lisado E. coli KRX-HN. L: fraccion de lavados del lisado de E. coli KRX-HN. I: fraccion
proteica insoluble de E. coli KRX-HN.

Transformacion de la cepa E. coli BL-21 con el vector de expresion pDual-HN

Debido a que los cuerpos de inclusion y la proteina extraida de la cepa de E. coli KRX no
eran de la calidad y de la cantidad deseada, se realiz6 la transformacion de una cepa de E.
coli BL21. Se utilizé como control negativo la cepa nativa de BL21 (Figura 6) y la cepa

transformada se crecid en una placa de agar LB con kanamicina (Figura 7).

Figura 6. Control negativo (células Figura 7. Transfprmacién (celulas
competentes de E. coli BL21 en medio competentes de E. coli BL21 + pDual-HN en

LB-+kanamicina) 31 medio LB+kanamicina)



Comparacion de la expresion de E. coli KRX y BL-21

Mediante un SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12% se compar6 la expresion de la
proteina HN recombinante del PorPV de las cepas transformadas de E. coli KRX y BL-21
(Figura 10 y 11). Las bandas de las proteinas extraidas de la cepa de E. coli BL21-HN y de
sus cuerpos de inclusion se encontraron mejor definidas. Y en cuanto al western-blot
revelado mediante la técnica de quimioluminiscencia se logré observar una mayor

intensidad en las bandas de la proteina recombinante HN del PorPV (Figura 8 y 9).

Figura 8. Western-blot revelado mediante quimioluminiscencia. A: cepa de E. coli KRX-
HN sin expresar. B: cepa de E. coli KRX-HN inducida durante 8 horas. C: cepa de E. coli
KRX-HN inducida durante 16 horas.

Figura 9. Western-blot revelado mediante quimioluminiscencia. A: cepa de E.
coli BL21-HN sin inducir. B: cepa de E. Coli BL21-HN inducida durante 16
horas.
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Figura 10. Gel de acrilamida al 12% tefiido con azul de Coomassie para E. coli
KRX-HN. A: Marcador de peso molecular. B: Cuerpos de inclusion. C: E. coli
KRX-HN sin inducir. D: E. coli KRX-HN inducidas por 8 horas. E: E. coli KRX-
HN inducida durante 16 horas.
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Figura 11. Gel de acrilamida al 12% tenido con azul de Coomassie para E.
coli BL21-HH. A: Marcador de peso molecular. B: Cuerpos de inclusion. C:
E. coli BL21-HN sin inducir. D: E. coli BL21-HN inducida durante 16 horas.

Cromatograma del proceso de purificacion resina GE sepharosa

Mediante la determinacion de la absorbancia a 280 nm de cada una de las fracciones de la
purificacion se logré graficar el proceso, dando como resultado tres secciones importantes,
la primera de ellas corresponde a totalidad de las proteinas de los cuerpos de inclusion, la
segunda corresponde a las proteinas que no tienen ninguna afinidad al niquel que se
encuentra en la resina de la columna y se van perdiendo en los lavados que se le dieron a la
columna y la tercera corresponde a la elusion, en donde recuperamos la proteina de interés,

que en este caso corresponde a la HN recombinante del PorPV (Figural2).
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Figura 12. Cromatograma del proceso de purificacion de la proteina recombinante HN del PorPV.

Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas extraidas de las cepas KRX y BL21 de E. coli que se cuantificaron mediante

la técnica modificada de Sedmak y Grossberg (1977).

A los resultados mostrados en el cuadro 6 se les realiz6 estadistica descriptiva utilizando la
prueba de ¢ de student para diferencia de medias de BL21 y KRX con un valor de confianza
de 0.05. El valor p obtenido fue de 0.02212, lo que nos indica que la cantidad de cuerpos de
inclusion producida por la cepa de E. coli BL21 fue mayor que la de KRX.
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Repeticion KRK (ng/ul) BL21 (ug/ul)
1 0.2528 0.7618
2 0.2489 0.5430
3 0.0657 0.4087
Media 0.1891 0.5711

Cuadro 6. Cantidad (pg/pl) de cuerpos de inclusion obtenidos de las dos cepas de E. coli.

Actividad neuraminidasa

Se midio la actividad neuraminidasa de las proteinas HN recombinantes de las cepas de E.
coli KRX y BL21. Se realiz6 el ensayo por triplicado. La proteina de la KRX no presentd
actividad, sin embargo, la proteina obtenida de BL21 arrojé actividad (Cuadro 7 y Figura
13). Como control negativo de esta prueba se utilizd agua y como control positivo fue

usado el virus de influenza A VR-1469 (Puerto Rico 1934).

Muestra Absorbancia 550nm Actividad nMol/min
1 Lisado BL21-HN 0.253 0.218
2 Lisado BL21-HN 0.282 0.237
3 Lisado BL21-HN 0.297 0.249
1 Lisado BL21 0.038 0.094
2 Lisado BL21 0.045 0.099
3 Lisado BL21 0.06 0.112

Cuadro 7. Actividad neuraminidasa de la proteina recombinante HN del PorPV obtenida de la cepa

de E. coli BL21.
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Figura 13. Grafica de barras en donde se compara la actividad neuraminidasa entre E. coli BL21-
HN y BL21 en donde P=<0.001.

Tincion de Coomassie

Se realizd una tincion con Azul de Coomassie a las fracciones del proceso de purificacion
mediante columna de afinidad de la proteina HN recombinante del PorPV extraida de la
cepa BL21-HN para verificar que el proceso de extraccion y purificacion fue correcto. En la
fraccion de los cuerpos de inclusion se observaron varias bandas que corresponden a
proteinas propias de E. coli BL21, en la fraccion de no pegado de la columna se observo
una gran cantidad de proteinas que no se lograron unir al niquel contenido en la resina, la
fraccion de lavados mostré muy poca cantidad de proteina y en las elusiones se observan
dos bandas que corresponden a la proteina HN, una de las bandas corresponde al peso

esperado de la proteina, el cual es de 66 kDa (Figura 14).
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Figura 14. Gel de poliacrilamida al 12% tenido con Azul de Coomassie de diferentes
fracciopnes obtenidas del proceso de expresion de la proteina recombinante HN. M:
marcador de peso molecular. CI: cuerpos de inclusion de BL21-HN. NP: fraccion de
proteinas no pegadas a la columna de purificacion. L: fraccion de lavados de la columna.
1-6: nimero de elusiones realizadas a la columna de purificacion en donde se observa la
proteina HN recombinante del PorPV.

Western-blot

Las muestras obtenidas de la purificacion se corrieron en un SDS-PAGE y se revelaron
mediante la utilizacion de dos anticuerpos primarios, el anti-myc acoplado a peroxidasa y
suero de cerdo positivo a PorPV. El anti-myc fue revelado utilizando quimuiluminiscencia
y se logré la deteccion de la proteina recombinante HN en los cuerpos de inclusion y en las
elusiones. En las fracciones de no pegado y lavados del proceso de purificacion no se logro
la deteccion de la proteina HN (Figura 15). En las elusiones se lograron observar dos
bandas, una de ellas corresponde al peso esperado de 66 KDa (Figura 16). Mediante un
revelado con sustrato para fosfatasa alcalina se logré el reconocimiento de la proteina HN
mediante anticuerpos de cerdo positivos a PorPV en el peso esperado, de igual manera al
reconocimiento por anti-myc, se identificaron dos bandas, una de ellas correspondiente al

peso esperado (Figura 17).
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Figura 15. Western-blot revelado mediante quimioluminiscencia. CI:
cuerpos de inclusion de E. coli BL21-HN. NP: fraccion de proteinas no
pegadas al niquel en el proceso de purificacion. L: fraccion de lavados del
proceso de purificacion.
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Figura 16. Western-blot revelado mediante quimioluminiscencia. 1-8: elusiones realizadas
del proceso de purificacion de la proteina HN mediante columna de afinidad al niquel.

Figura 17. Western-blot revelado utilizando sustrato para fosfatasa alcalina. M: marcador de peso
molecular. CI: cuerpos de inclusion de E. coli BL21-HN. NP: fraccion de proteinas no pegadas al
niquel en el proceso de purificacion. L: fraccion de lavados del proceso de purificacion. 1-6:
fracciones de elusion del proceso de purificacion mediante columna de afinidad en donde se muestran
las dos bandas correspondientes a la proteina recombinante HN del PorPV.
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Verificacion de la inmuno reactividad in vitro de la proteina recombinante HN del

PorPVv

Una vez que se obtuvo la proteina HN recombinante purificada y dializada se realiz6é un
ultimo ensayo de western blot, utilizando como anticuerpo primario suero de cerdo positivo
al PorPv en una dilucion 1:2 incubando toda la noche a 4°C, como anticuerpo secundario un
anti-pig producido en conejo marcado con peroxidasa en una diluciéon 1:5000 incubandolo

durante una hora a 4°C y se revelo mediante quimioluminiscencia (Figura 18)

A B
101 kDa ™3>
56.1 kDa  e—

Figura 18. Western blot revelado mediante quimioluminiscencia. A) Marcador
de peso molecular. B) Reconocimiento de la proteina HN recombinante
purificada, dializada y liofilizada mediante anticuerpos contra el PorPV.
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7. Discusion

La enfermedad de ojo azul es causada por el Rubulavirus Porcino (PorPV), el cual es un
virus ARN cadena sencilla y con sentido negativo, que desde su extremo 3' a 5' codifica
para seis proteinas estructurales en el siguiente orden: NP, P, M, F, HN y L. La proteina
Hemoaglutinina-Neuraminidasa (HN) es la mds inmunogénica y la que estimula los
anticuerpos neutralizantes (Hernandez et al.., 1998). El gen que codifica para esta proteina
se ha estudiado y en base a diversos aislamientos se han logrado caracterizar 11 genotipos
distintos, los cuales se encuentran reportados en el GenBank. El gen HN de la cepa LMPV
del PorPV fue clonado e insertado en el vector de expresion pDual®GC 6.6kb de Agilent
Technologies y con este vector se transformé de forma inicial la cepa KRX de Escherichia
coli. Esta transformacion se verifico mediante la técnica de PCR punto final al observarse
una amplificacion de 2000 pares de bases en un gel de agarosa al 0.8%, siendo que Wang y
colaboradores en el 2007 indicaron que el tamafio del gen HN es de 1862 nucledtidos, el
cual tiene un 5'UTR de 72 nucledtidos y un 3'UTR de 61 nucledtidos. Sin embargo el
segmento clonado abarca regiones intergendomicas no codificantes del gen F y del L para

asegurar que se clonaba el gen HN completo.

Se logré la sobre expresion de la proteina recombinante HN del PorPV mediante IPTG
debido a que el vector de expresion pDual® GC consta de un promotor hibrido PT7/lacO,
ya que el IPTG actia como andlogo no hidrolizable de la alolactosa, la cual es un
metabolito isomero de la lactosa, permitiendo la sobre expresion de las proteinas
codificadas por de dicho vector. Por esto el IPTG a diferencia de la lactosa es el inductor
mas comunmente utilizado debido a que no se usa como sustrato ya que no puede ser

metabolizado (Hansen et al., 1998).

Para poder obtener la mayor produccion de proteina recombinante, para realizar el estudio
de la inmunoreactividad, fue necesario determinar si se estaba expresando en cuerpos de
inclusion en el extracto proteico insoluble, o en el extracto proteico soluble, fue por eso que
se corrid un western blot utilizando como anticuerpo primario el anti-myc marcado con
peroxidasa y la mayor deteccion se dio en la fraccion insoluble del lisado de la bacteria E.

coli KRX. Se ha reportado que la sobre expresion de una proteina recombinante en sistemas
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bacterianos, como es el caso de E. coli, conduce a la formacion de cuerpos de inclusion y
que la sobre expresion de genes codificados por plasmidos desencadena la trascripcion de
genes de choque térmico y la formacién de proteasas, lo que a menudo resulta en la
agregacion de la proteina codificada como cuerpos de inclusion. La ventaja que nos
proporcionan estos agregados es que se obtiene una gran cantidad de proteina y se
encuentran protegidos de la actividad de las proteasas (Kane y Hartley, 1988; Villaverde y

Carri6, 2003).

Los cuerpos de inclusion corresponden a proteina recombinante mal formada y agregada,
por lo tanto es necesario transformalos en formas bioactivas solubles, ya que representan un
obstaculo importante para la produccion de proteinas con actividad bioldgica (Villaverde y
Carri6, 2003; Vinogradov et al., 2003). La solubilizacion se realiza mediante diversos
métodos, algunos de ellos con agentes caotropicos como los es la urea y el cloruro de
guanidino, los cuales favorecen la biosolubilidad de las proteinas (Bernandez E, 1998). Es
por esto que los cuerpos de inclusion obtenidos de KRX se solubilizaron utilizando urea

M.

La KRX es una cepa de E. coli que contiene una copia del ADN cromosomico T7 de la
ARN polimerasa dirigida por el promotor rhaBAD, el cual proporciona un control de la
proteina expresada a través del promotor T7 y se reporta que los niveles de rendimiento de
proteina son tan altos o mayores que los obtenidos de BL21 (Single Step (KRX) Competent
Cells Technical Bulletin, PROMEGA). Sin embargo para tener una alternativa y comparar
la expresion de la HN recombinante se decidio transformar la cepa BL21 ya que se
menciona que tiene una deficiente produccion de proteasas OmpT y Lon (BL21 competent
E. coli Technical Bulletin, New England Biolabs Inc.). La cepa BL21 logré crecer en
placas de agar LB con kanamicina debido al gen de resistencia contenido en el vector de

expresion pDual®GC en donde se encontraba el gen HN.

En un gel de acrilamida tefiido con de azul de Comassie se mostrd la comparacion de la
expresion de los cuerpos de inclusion de ambas cepas transformadas. Los cuerpos de
inclusion producidos por BL21 era de una mejor calidad que los de KRX, ya que se veian
las bandas con una mayor definicion. En western blot con una induccion después de 16
horas se observd una banda de mayor intensidad en la cepa de BL21. Sin embargo fue
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necesario demostrar mediante estadistica descriptiva que la cepa de BL21 producia mayor
cantidad de cuerpos de inclusion, esto se logré mediante el ensayo de ¢ de student
comparando la media de las tres repeticiones de los ensayos de obtencion de cuerpos de
inclusion, dando como resultado que BL21 tuvo una mayor produccion de cuerpos de
inclusion (p=<0.05) con 0.5711 pg/ul, en comparacion con KRX que tuvo 0.1891 pg/ul.
Shiloach y colaboradores reportaron un estudio en 1995, donde compararon la produccion
de la exotoxina A recombinante de Pseudomona, utilizaron la cepa de E. coli BL21 y la
JM109, los resultados mostraron la superioridad de BL21 para la produccion de un sistema
de expresion de proteina recombinante. En otro estudio se establecieron sistemas de
expresion para la Cota-lacasa recombinante de Bacillus subtilis, en donde se compararon
cinco cepas de E. Coli, entre ellas KRX y BL21; en donde BL21 tuvo una mayor
produccion con 0.159 mg/ml, en comparacion con 0.125 mg/ml de KRX (Brissos et al..,

2009).

En uno de los ensayos de western blot revelado por quimioluminiscencia se logré detectar
expresion de la proteina recombinante en las cepas de KRX y BL21 de E. coli sin inducir,
esto se debe a que el vector de expresion pDual®GC consta de la region del promotor y
potenciador del citomegalovirus humano, el cual tiene una fuerte actividad promotora
permitiendo la expresion constitutiva de los clones del vector, por lo que es uno de los mas

utilizados in vitro e in vivo (Radhakrishnan et al., 2008).

Otro ensayo que se realizd para determinar con que cepa se seguiria trabajando fue el de
actividad neuraminidasa. En donde en KRX no se encontr¢ actividad, sin embargo en BL2/
se detectd actividad neuraminidasa residual, esto al mostrarse una diferencia
estadisticamente significativa (p=<0.05) en comparacion con la actividad detectada en una
cepa de BL21 sin transformar. Lo que significa que la proteina HN recombinante del PorPV
cepa LPMV expresada por BL21 es de mejor calidad, lo que se puede deber a que realiza
un mejor proceso de transcripcion, incluso podria llegar a realizar procesos post
transcripcionales y adicionalmente que permite la sobre expresion de ARN de transferencia
de codones raros (Evans & Min-Qun Xu, 2011). Ya que se sabe que la expresion de ARNm
y ARNt es proporcional a la frecuencia del uso de los codones, sin embargo dentro de E.

coli existe un sesgo en los 61 codones en comparacion con los sistemas eucariontes, ya que
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hay codones que son usados con una frecuencia de menos del 1% en E. coli, por lo que
AGG, AGA, CUA, AUA, CGA o CCC pueden reducir la cantidad y calidad de la proteina
sintetizada, incluso se pueden provocar problemas con la traduccion (Kane, 1995). En la

actualidad no hay reportes sobre actividad neuraminidasa en proteinas recombinantes.

Una vez obtenidos los cuerpos de inclusion solubilizados de BL21 se realizé el proceso de
purificaciéon mediante cromatografia de afinidad, ya que en el extremo C-terminal de la
proteina HN recombinante se encuentran seis histidinas, las cuales tienen afinidad al niquel
y como se ha descrito previamente (Hoffman & Roeder, 1991) estas proteinas
recombinantes pueden purificarse con diversas resinas comerciales. Se utilizo el imidazol
para realizar el lavado y la elusion, ya que a una concentracion adecuada resulta ser una
poderosa herramienta para afinar el proceso de purificacion, para aumentar la pureza y para
aumentar la especificidad (Arnau ef al., 2006). Con las fracciones obtenidas del proceso de
purificacion se realizé el cromatograma, el cual mostré un pico que corresponde a las
proteinas que no se pegaron a la resina que actia como soporte solido inerte, la cual tiene
como ligando de afinidad al niquel, seguido del proceso de lavado y un segundo pico que
corresponde a las elusiones, donde observamos que la proteina de interés se obtiene en 8 ml
aproximadamente. Estos resultados indican que el proceso de purificacion es Optimo

(Nelson et al., 2008).

La tincién de azul de Coomassie realizada al gel donde por electroforesis se separaron las
proteinas obtenidas del proceso de purificacion permitid observar la deteccion de dos
bandas, una de ellas a 66 kDa aproximadamente y otra a un peso menor. Se menciona que
el hecho de que se obtuvieran dos productos pudiera ser a que la traduccion inici6 en dos
sitios diferentes, en el primer AUG y en el AUG que se encuentra en el codon 111 (Aguilar,
2001). Una vez que se detectd la proteina purificada se realizé un western blot a todas las
fracciones del proceso de purificacion utilizando como anticuerpo primario el anti-myc
marcado con peroxidasa. Solo se detectd sefial en los cuerpos de inclusion y en ocho
elusiones donde la sefial se observo a un peso aproximado de 66 kDa, tal y como se reporta
el peso de la proteina viral HN (Sundqvist et al.., 1990). En la fraccion de las proteinas no
pegadas y los lavados no hubo reconocimiento. Lo que indica, junto al cromatograma, que

en el proceso de purificacion no perdemos la proteina recombinante.
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Se realizé un segundo western-blot, para detectar si la proteina recombinante HN era
reconocida por anticuerpos contra el PorPV, esto utilizando como anticuerpo primario suero
de cerdo positivo al PorPV. Hubo deteccion en todas las fracciones de la purificacion, sin
embargo en las elusiones solo se observan dos bandas, y al igual que en la tincién con azul
de Comassie y el reconocimiento con anti-myc, una de las bandas se observa a un peso
aproximado de 66 kDa. En 2001 Aguilar et al, realiz6 la clonacion del gen HN, y se
expresoO en tres sistemas, uno in vitro utilizando reticulocitos de conejo, el segundo en un
sistema de baculovirus y el tercero mediante una transfeccion a células COS-1, estos dos
ultimos sistemas tienen como ventaja la posibilidad de realizar procesos post
transcripcionales a diferencia de los sistemas bacterianos, sin embargo los productos
obtenidos en ambos sistemas tuvieron una detecciéon a un peso aproximado de 56 kDa
mediante sueros monoclonales, no obstante, no hubo deteccion al utilizar el suero

policlonal de cerdo.

El desarrollo de proteinas recombinantes ha demostrado ser muy dificil debido a la
complejidad de la produccion y purificacion de proteinas, y a su limitada estabilidad fisica
y quimica. Sin embargo para superar la barrera de la inestabilidad, las proteinas suelen
transformarse en formas solidas mediante la liofilizacion para lograr una vida util
aceptable, sin embargo, el proceso de liofilizaciéon puede desnaturalizar las proteinas en
diversos grados (Wang, 2000). Es por esto que fue necesario realizar un ensayo donde las
elusiones se liofilizaron, se resuspendieron y posteriormente se le realiz6 un western blot
utilizando como anticuerpo primario suero de cerdo positivo al PorPV donde se observo
reconocimiento al peso esperado de 66 kDa. Lo que indica en efecto, que el proceso de
liofilizacion no afecta el reconocimiento de anticuerpos hacia la proteina recombinate HN

del PorPV.
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8. Conclusiones

Se lograron detectar las colonias de E. coli KRX que contenian el gen HN de la cepa
LPMYV en el vector de expresion pDual®GC mediante la amplificacion de 2000 pb por
PCR punto final.

La sobre expresion de la proteina recombinante HN del PorPV mediante la induccion con

IPTG produce la formacion de cuerpos de inclusion en E. coli.

Se logro6 transformar la cepa BL21 de E. coli a partir de plasmido heterélogo obtenido de

KRX.

La cepa de E. coli BL21, produjo una mayor cantidad de cuerpos de inclusion que KRX y

presento actividad nauraminidasa resudial.

Se logré estandarizar el proceso de purificacion en donde no se pierde la proteina

recombinante.

Se logro la deteccion de la proteina recombinante HN a un peso de 66 kDa,

Con este trabajo se establecieron las condiciones Optimas para el escalamiento de la

produccion y purificacion de la proteina HN del PorPV.
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9. Anexo

Medio LB bajo en sales

Bacto triptona..........cccceeeveeeiieeiienineennen. 10 gr
Extracto de levadura.........cccceeevveennneen. 5gr
Cloruro de sodio.......ccceeeeuveeecrieennnennns Ser
Ajustar pHa 7.5

Aforar a 1000 ml en agua destilada

Gel de acrilamida al 12% (para dos geles)

e Gel separador:

H>O destilada..........ccoceeveeiiniiniien, 3.3 ml
Acrilamida al 30%/bis-acrilamida........ 4.0 ml
Buffer de Tris 1.5SM pH 8.8................... 2.5ml
SDS 10%...vieueeeeieiieieeieeiee e 100 pl
PSA 10%...cciieiieieeeeeieceee e 100 pl
TEMED.....ccciiiiiiiiinieeeeseeeeeee 4ul

¢ Gel concentrador:

H>O destilada.........ccoceeveriiniinenicnnene 2.77 ml
Acrilamida al 30%/bis-acrilamida......... 0.83 ml
Buffer de Tris 0.5SM pH 6.8................... 1.26 ml
SDS 10%...eeeeeieieiieieeieeeeee e 50 pul
PSA 10%..ceeiiiiiieiieieieeeeeeee 50 pul
TEMED.....ccooiiiiiiiiieeeeeeee S5ul

Solucion de acrilamida al 30%/bis-acrilamida
Acrilamida.........cccooviiiiiiiiieeee 30 gr
Bis-acrilamida..........ccccoeevvieniieiienene. 0.8 gr

Aforar a 100 ml con H>O destilada
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Buffer de corrida para electroforesis 1x

TrIS DASC...eevieeeiieiieeieeeeeeeeee e 3.03 gr
GliCINA...c.eeieiieieciieceeeeee e 14.41 gr
SDS. e 1.0 gr

Aforar a 1000 ml con H>O destilada

Buffer de transferencia 1x

TriS DaSC...cceiiieeiie e 3.03 gr
GliCINa......oeeiieeieeee e 14.41 gr
SDS. . 1.0 gr
Metanol........ccoceeverienienieiieeee, 200 ml

Aforar a 1000 ml con H>O destilada

Solucion de teiiido azul de Coomassie G-250
Azul brillante G-250........ccccccevverveennene 0.12 gr
Acido aCEtiCO...vmeooreeeeeeeeeeee, 20 ml

Aforar a 200 ml con H>O destilada

Solucion de destefiido

Acido actico.........ocoevvereeeereeean, 20 ml
Metanol........cocceeviieiiiinieeieeeee 100 ml
Aforar a 200 ml con H>O destilada

Solucion amortiguadora de trietanolamina (TBS)

NACL i 7.5 gr
Trietanolamina.........ccocceevveeiieniiceniennen. 2.8 ml
MECL.eiiiii e 0.1 gr
CaCll.ueiiiiiiiicc e 0.02 gr
Ajustarel pH a 7.2

Aforar a 1000 ml con H>O destilada
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Solucion de revelado

4-cloro-1-naftol.........cccceeveveeiieninnnnns 30 mg
Metanol.........cccevvevieniiienieeeene, 10 ml
TBS.oeeeeee e 50 ml
H202.....o e 50 ul

Imidazol.....ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 30mM

UL e &M

Buffer de fosfatos........cccocveeveveeennenns 50mM pH 7.00
Cloruro de SOd10....uuueeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 0.5M
Purificacion

Todas las soluciones se filtran previamente por membrana de nitrocelulosa 0.22um de
poro.

e Sanitizacion:

Agua destilada..........ccoeeviieiiieninnnn. 4.5ml
EDTA 0.2M..oiiiiiiiiiieceeeeeee 750ul
NaCl 0.5M....cooiiiiiiieieeeeee 3.0ml
Agua destilada.........ccoccveeereiienieennnn. 4.5ml
NaOH 0.5M....coooiiiiiiiiiiiiceeieee 3.0ml
Agua destilada.........cccoeeeiiiiiiiininnin. 4.0ml

e Activacion de la resina:

NiCLO.2M..oiiiiieieieeeeeeee e 1.0ml
Agua destilada..........ccceeeiiiniiininnn. 7.5ml
NaCl 0.5M....cooiiiiiiniieeieeeeeee 3.0ml

e Equilibrio:
Buffer de equilibrio.........ccceeveennnnne. 7,5ml
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e Muestra:
2.5 ml de muestra a 2.0 Unidades de Absorbancia 580nm

e Lavado:
Buffer de equilibrio..........ccccoeeveenennne. 7.5ml

e FElusion:
Buffer de elusion...........ueeeeeeeveeeneann... 8.0ml

Buffer de equilibrio

Imidazol.........coceviiiiiniiniiiiec, 30mM
NACL .ot 0.5M
Bufffer de fosfatos...........cccccvvevenennnee. 50mM pH 7.00

Buffer de elusion

Imidazol.......ccoeevvviiiiieeeieeceeee, 400mM
NACL.oiiiiieeeee e 0.5M
Buffer de fosfatos........ccceeveeecieennnnnnns 50mM pH 8.00

Azul de Coomassie para determinacion de proteinas
Azul brillante G-250.........cccoceevernenen. 0.12 gr
Acido perclorico 3%.......cuvveeeevenne. 200 ml
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