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RESUMEN

VALLADARES RIVEROLL BLANCA. Generacién y caracterizacion de la proteina p25 del
Lentivirus de pequefios rumiantes, expresada en Escherichia coli. (Bajo la asesoria de

MC. Enrique Herrera Lépez, Dr. Hugo Ramirez Alvarez y Dr. Andrés E. Ducoing Watty).

El grupo de retrovirus que infectan a ovinos y caprinos es actualmente denominado como
Lentivirus de Pequenos Rumiantes (LVPR) y estd conformado por dos lentivirus que
presentan caracteristicas estructurales similares y que genéticamente se encuentran muy
relacionados, éstos son el virus de la Artritis Encefalitis Caprina (VAEC) y el virus de
Maedi-Visna (VMV). El diagndstico serolégico es comunmente el método més usado para
la deteccion de la infeccidon por estos virus. Sin embargo, actualmente existe poca
disponibilidad de pruebas serolégicas en el pais que permitan un monitoreo constante de
los LVPR, por lo que es necesario evaluar alternativas de diagnéstico locales. El objetivo
de este trabajo fue la obtencidon de una proteina recombinante viral (capside, p25),
candidata a ser utilizada como antigeno en el desarrollo de técnicas diagnésticas que
permitan la identificacion de LvPR que infectan a pequenos rumiantes en rebafos del
pais. Inicialmente, se amplificé la regién genética de la proteina p25 del LvPR, a partir de
una muestra de un animal infectado naturalmente y mediante la estandarizacién de una
prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se obtuvo un producto de 667
pares de bases, correspondiente al marco de lectura abierto que codifica para la p25.
Posteriormente, este fragmento fue insertado en un plasmido comercial y fue expresado
en células de Escherichia coli (E. coli). En este trabajo, se logré la expresién de la
proteina recombinante p25 y se determiné la inmunoreactividad de la misma por la técnica
de Western blot. Finalmente, la corroboracion de la proteina p25, se llevd a cabo

mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometros de masas (LC-MS/MS).

Palabras clave: Lentivirus, proteina recombinante, capside, clonacion



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los Lentivirus de Pequefios Rumiantes

En 1974, la artritis encefalitis caprina (AEC) fue descrita por primera vez como una
enfermedad cronica, caracterizada por una artritis progresiva en animales adultos y una
encefalitis desmielinizante (leucoencefalomielitis) en animales jovenes " 2. El virus fue
aislado a partir de la membrana sinovial de una cabra con artritis, en los Estados Unidos
de América (EUA) en 1980 y denominado como virus de la artritis encefalitis caprina
(VAEC) [Caprine Arthritis Encephalitis Virus (CAEV)] y en 1990 se llevd a cabo la

caracterizacion completa del genoma viral U'- 341,

El virus de la AEC se encuentra filogenéticamente relacionado con el virus de Maedi-
Visna (VMV) [Maedi-Visna Virus (MVV)], el cual originalmente fue identificado en ovinos "
°l. Este virus fue introducido a Islandia a través de borregos Karakul importados de
Alemania en 1940. Sin embargo, a través de diversos programas de control, la
enfermedad y el virus fueron erradicados de ese pais !". Los andlisis filogenéticos de las
secuencias de nucleétidos entre el virus de la artritis encefalitis caprina y el virus de
Maedi-Visna han demostrado que son lentivirus similares y muy relacionados; por lo que
actualmente son referidos como Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LvPRs) [Small

Ruminant Lentivirus (SRLV)] 2 4.56.7.8.9]

La transmision interespecie de los LvPR (de ovinos a caprinos y viceversa) ya ha sido
demostrada mediante estudios filogenéticos a partir de animales infectados de forma
natural 7 10. 11.12.13,14.15,16] /| 3 infeccion se caracteriza por la persistencia del genoma viral

en monocitos y macréfagos del hospedador. La mayoria de los ovinos y caprinos



infectados con LVPR no manifiestan la enfermedad clinica, sin embargo, permanecen

infectados y son capaces de transmitir virus ' 18 19,

La enfermedad evoluciona de forma croénica, teniendo importancia econémica debido a
que causa la eliminacion prematura de animales infectados, descenso en la produccion de
leche y calidad de la misma, baja de peso, disminucién en la tasa de natalidad, porcentaje
de fertilidad y numero de crias por parto; ademas de limitar el comercio nacional e
internacional & & 7. & 101120, 211 | 55 | vPRs tienen una distribucién mundial, aunque

presentan una mayor prevalencia e incidencia en paises industrializados ['8 22,

Existe evidencia seroldgica que indica la infeccion por LvPR en rumiantes silvestres, tal es
el caso del mufléon, ibixe y gamuza [ ' 23 241 No obstante, es dificil determinar la
prevalencia en estas especies "', Asimismo, los estudios realizados en los genes virales
de LTR y gag de estos rumiantes silvestres, determinaron que estos virus fueron similares

al tipo AEC "],

Diversos trabajos han demostrado que la produccién de citocinas, el nivel de expresion de
receptores para estas citocinas y algunos polimorfismos pueden afectar la patogénesis del
virus y por tanto la diseminacion de la enfermedad ' 2%, En un estudio con ovinos,
observaron que una delecion en el gen CCR5 esta asociada a una reduccién en la carga
proviral de las razas Rambouillet, Polipay y Columbia 2%, Asimismo, se identificé que el
gen TMEM154 en las razas Dalsebred, Herdwick y Fells Rough, tiene un alta frecuencia
de mutacién, la cual esta asociada a resistencia, demostrando que existe una alta
proporcion de polimorfismos en pequenos rumiantes que pueden estar relacionados a

conferir resistencia a la infeccion por LVPRs 25 261,



1.2 Artritis Encefalitis Caprina en México

En México, el primer reporte de la enfermedad se realizé6 en 1983, mediante un estudio
seroldgico y posteriormente a través de un trabajo clinico-patoldgico en 1985, se confirmo
su presencia en algunos rebanos del Estado de México y Guanajuato, en donde todos los
animales positivos provenian de los Estados Unidos de América (EUA) 122 27.28. 291 Por otro
lado, la enfermedad en ovinos (Maedi-Visna) fue reconocida serolégicamente por primera
vez en 1983 y recientemente en 2005, sin embargo, hasta la fecha no se ha logrado el
aislamiento del virus en esta especie, por lo que aun es considerada una enfermedad

exdtica para México [10. 30,31, 32, 33],

En 1984, se llevé a cabo un estudio epidemioldgico a nivel mundial, en el cual se identificd
a Canada, Francia, Noruega, Suiza y EUA, como los cinco paises con mayor
seroprevalencia de AEC; donde la prevalencia obtenida para cada uno de ellos fue
superior al 65%, mientras que en México, Perq, Fiji, Kenia, Gran Bretana y Nueva Zelanda
mostraron una prevalencia menor al 10%. Asimismo, se determin6 que aquellos animales

nativos o que no tuvieron contacto con animales importados fueron seronegativos 1?2,

Algunos trabajos serolégicos realizados en 24 estados de los EUA, encontraron que del
31% hasta el 81% de los animales fueron seropositivos a AEC; indicando una amplia

distribucion de esta infeccion en este pais 122 27],

Por otra parte, el andlisis de un brote de AEC en Kenia, originado por la introduccion de
un hato caprino infectado proveniente de los EUA, revelé que el 79.6% de los animales

resultaron seropositivos y que mas del 50% desarrollaron lesiones articulares 22 27],

En 1985, a partir de muestras provenientes de 11 estados de la Republica Mexicana y
usando la técnica de inmunodifusion en gel agar (IDGA), se reporté una prevalencia del
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27.1% en cabras importadas o procedentes de los EUA, similar al brote en Kenia. En este

estudio, los animales ‘criollos’ o ‘nativos’ fueron seronegativos 4.

Otro estudio realizado en 60 animales con signologia clinica sugerente a la infeccion por
AEC, provenientes de los estados de México, Guanajuato y Querétaro, resultaron
seropositivos por la técnica de IDGA y ademas en dos de ellos se demostré la presencia
del virus mediante estudios histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y microscopia

electrénica; confirmando la presencia en caprinos de la enfermedad de AEC en México &

19]_

Trabajos realizados en el estado de Yucatan, mostraron una prevalencia para la AEC del
3.6% en tres rebafios, todos los animales seropositivos provenian del estado de
Campeche o de los EUA. La seroprevalencia unicamente se encontré en los animales

importados; los animales ‘nativos’ no presentaron evidencia de la infeccion 29,

La frecuencia de animales infectados es mayor en explotaciones tecnificadas debido a
que el semen, animales de reemplazo y embriones usados en los programas de
mejoramiento genético, provienen de paises o explotaciones con animales de alto valor
genético en donde la enfermedad puede estar presente % %I Aunque en Meéxico
predominan las explotaciones caprinas no tecnificadas, estas no estan excentas de la
AEC. Asi lo demuestra un estudio seroepidemiolédgico realizado en el estado de San Luis
Potosi, donde se encontré una seroprevalencia del 43% en rebanos tecnificados que
cuentan con animales de alto valor genético, los cuales sirven de base para la mejora

genética del ganado caprino en este estado 13,

El primer aislamiento de LvPR en México se notificd en 1999, a partir de dos cabras

seropositivas al virus de AEC en la region norte del pais. Mediante co-cultivos en células



de membrana sinovial y analisis con pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), se confirmo el aislado viral ['® 3¢l Sin embargo, es hasta el 2011, a partir de un
caprino denominado FESC-752 perteneciente a un rebafio mixto (caprinos y ovinos) del
centro del pais, que se obtuvo la secuencia completa del virus y mediante construcciones
filogenéticas se logré identificar y asignar el subtipo genético que infectaba a este rebafio,
el cual correspondio al subtipo B1. Asimismo, con el andlisis de la region env, se identificd
una recombinacion hipotética con secuencias de origen estadounidense y francés, lo cual,
es compatible con los animales importados de ese rebarfio; este trabajo corresponde a la

primera caracterizacion genética de LvPR en el pais 132,

Trabajos mas recientes de seroprevalencia para la AEC en 14 municipios del centro del
estado de Veracruz, revelaron una prevalencia general del 6%, 64% por municipio y del
22% por rebafio; demostrando una alta prevalencia y distribucién en estas regiones.
Asimismo, se identificaron como factores de riesgo, aquellos animales procedentes de los

estados de Guanajuato y Querétaro B,

En otro estudio serolégico para detectar la presencia de LvPR en machos caprinos y
ovinos de los estados de Querétaro, Guanajuato, Coahuila, Estado de México, Hidalgo y
Puebla, se encontré un alto porcentaje de seroprevalencia a la infeccién por LvPR en los
machos caprinos de todos los estados muestreados. Unicamente se encontraron ovinos
machos positivos a LvVPR en el estado de Hidalgo, con una seroprevalencia del 7.6%, en

el resto de ellos no se reportd ninguin ovino seropositivo a la infeccion 19,

A pesar de que los primeros reportes de la AEC en el pais iniciaron en 1983; es hasta
1994, que el gobierno mexicano la declara como enfermedad enzodtica en México y de
notificacion obligatoria; con la finalidad de implementar reglas para la regulacién de

animales importados para los programas de mejoramiento genético ['% 29,
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En el listado de enfermedades de notificacion obligatoria del pais, la AEC se encuentra en
el grupo 3; este grupo estad conformado por aquellas enfermedades que estan presentes
en el territorio nacional, consideradas como enzodticas, pero que representan un riesgo
epidemiolégico, econdmico, de salud publica y comercializacién menor. No obstante, son

consideradas enfermedades de notificacion mensual obligatoria 133,

Actualmente, la movilizacion de pequefios rumiantes entre regiones ha contribuido a la
diseminacion de la enfermedad en diversos paises del mundo . En México, las
regulaciones existentes para la importacién de animales vivos (0 componentes biolégicos,
como el semen) que estén libres de infeccién por LVPR y que puedan usarse en

programas de mejoramiento genético, continua sin ser establecido ['® 2% 321,

En algunos estados de la Republica Mexicana, la comercializacién e importacion de
sementales es frecuente, lo cual representa un riesgo en la transmisién de LvPR ya que
se ha reportado la presencia de ADN proviral en 6rganos sexuales y eyaculado de
pequefios rumiantes " "', De esta forma, la deteccion de machos seropositivos a LVPR,
juega un papel trascendental en el control de la enfermedad ya que el animal
permanecera infectado de forma persistente durante toda su vida productiva. Bajo este
panorama, se vuelve necesario establecer programas de control en los machos utilizados

como pie de cria, con el fin de evitar que sean fuente de diseminacion de infecciones 1%,

A pesar de que se ha demostrado la presencia de LvPR en el pais, se han realizado
pocos estudios que permitan conocer su situacion zoosanitaria en el territorio nacional; a
la fecha, se ignora la prevalencia de la enfermedad en la mayoria de los estados

dedicados a la produccion caprina y ovina I8 19,



1.3 Caracteristicas del género Lentivirus

Los Lentivirus de Pequefios Rumiantes pertencen a la familia Retroviridae. Esta familia
comprende dos subfamilias la Spumaretrovirinae y Orthoretrovirinae 3% % Esta ultima
contiene seis géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,

Epsilonretrovirus y Lentivirus, al cual pertenecen los LvPR [*:38 39,

Los LVPR son virus envueltos de 80-100 nanémetros (nm) de diametro aproximadamente,
esféricos y con proyecciones en la superficie U ® 3 40 Sy genoma esta formado por dos
cadenas simples dimerizadas de ARN, no segmentadas, de polaridad positiva, unidas a
una nucleoproteina ! 38 41. 42 Cada uno de los extremos del genoma esta compuesto por
regiones largas repetidas (LTRs) y éstas a su vez se dividen en la region U3, R y U5.
Estas regiones proveen sefales requeridas para la integracién del genoma viral en la

célula y para el inicio de la transcripcidn [25 383943, 4]

Su envoltura contiene dos glicoproteinas virales, la proteina de superficie (SU) y la
proteina transmembranal (TM). La capside (CA) tiene forma conica con un diametro de
50-60 nm y una longitud de 100-120 nm, aproximadamente B8 4. La proteina de la
capside recubre a la nucleocapside (NC), al genoma y enzimas virales “°.. La proteina de
matriz (MA) interactia con las proteinas de la envoltura viral (SU y TM) brindandole

estructura y estabilidad al virus (Figura 1) U 9 38.46.47]



Figura 1. Esquema de la estructura morfologica de LvPR. Se observa el genoma y las proteinas que
lo forman: SU, corresponde a la proteina de superficie; TM, a la proteina transmembranal; MA, ala
proteina de matriz; NC, a la nucleocapside; CA, a la capside; RT, a la transcriptasa reversa; PR, a la
proteasa; IN, la integrasa y finalmente el genoma ARN. (Adaptado de Quérat y Vigne; 1999).

El genoma viral tiene un tamafo aproximado de 9.2 kilobases (Kb) y contiene tres genes
estructurales: gag, pol y env, asi como tres genes reguladores: vif, vpr-like y rev. Entre los
genes estructurales, el gen gag (antigeno especifico de grupo) codifica para las proteinas
capside, matriz y nucleocapside [ 3 4048 E| gen pol (polimerasa) codifica las enzimas
virales, transcriptasa reversa (RT), integrasa (IN) y proteasa (PR) [18 38 41. 42, 44, 48]
Finalmente, el gen env (envoltura) codifica para las glicoproteinas de envoltura superficial

(SU) y transmembranal (TM) (Figura 2) [8: 25 38,41, 44,49

Figura 2. Mapa genoémico de LvPR (Adaptado de Minardi et al; 2013).



La proteina de SU tiene un peso de 135 kilodaltones (KDa) para los LvPR, es responsable
de reconocer al receptor, lo que permite la adhesion a las células blanco [ & % Se han
realizado diversos estudios para identificar y caracterizar al receptor de LvPR, algunos de
estos proponen a una glicoproteina asociada a la membrana que participa en la unién %,
Otros mencionan a un complejo de tres proteinas de membrana de 15, 30 y 45 KDa,
identificadas como proteinas de union de MV B Otros mas, sugieren a algunas
glicoproteinas asociadas al complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-II) ®2,
Incluso las moléculas CD4 y CXCR4 se han propuesto como co-receptores que facilitan la

fusién de membranas 3 54,

Recientemente, el receptor de manosa (RM) ha sido descrito en ovinos y se ha
identificado como un receptor potencial para LvPR tipo ovino . La presencia de este
receptor ha sido asociado con la evoluciéon de la enfermedad, en donde un aumento en la
expresion de éste en los 6rganos blanco, se manifiesta con severas lesiones clinicas en
infecciones con LVPR 8, No obstante, ninguna de estas moléculas se ha establecido

como unico receptor de estos lentivirus “3,

La proteina TM tiene un peso aproximado de 46 KDa [ 8. Durante la interaccion con los
receptores celulares la proteina SU sufre un cambio de conformacion que permite
contactar un dominio de la proteina TM, dando como resultado la fusion de la envoltura
viral con la membrana plasmatica y con ello la liberacidn de la capside en el citoplasma de

la célula para iniciar el proceso de transcripcion reversa e integracion al genoma celular '

8, 38, 41, 42, 45, 57, 58, 59]
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La proteina de CA tiene un peso de 25 KDa, su principal funcién es proteger y organizar el
genoma viral para llevar a cabo el proceso de transcripcién reversa, logrando una

eficiente replicacion del virus [1:8 39 451,

La proteina de MA pesa 17 KDa [ 8. Se localiza en la parte interna de la envoltura viral.
Mantiene la estructura de las proteinas de membrana (SU y TM) y participa en el

ensamblaje viral para su liberacion 3% 44601,

La replicacion de los retrovirus requiere la sintesis de una doble cadena de ADN a partir
del genoma ARN viral. Este proceso de transcripcion reversa se lleva a cabo mediante la
enzima RT B8 La RT es un heterodimero (compuesto de 2 unidades diferentes): una
subunidad grande de 66 KDa, con dominios de polimerasa y ARNsa H (ribonucleasa) y
una pequena de 51 KDa, la cual carece del dominio ARNsa, presentando Unicamente

actividad de polimerasa [!: 38 39,44, 45,60]

La IN pesa 39 KDa y junto con algunos factores celulares participa en el proceso de

integracién del genoma viral dentro del genoma celular '8 611,

La PR es una proteina dimérica, formada por dos subunidades idénticas con un peso de
12 KDa [ 39, Tiene un sitio activo (conformado por residuos de aspartato) con pequefias
pestafias que permiten el acceso del sutrato a su sitio activo. La PR patrticipa escindiendo
los precursores de gag y gag-pol para generar proteinas maduras; esta protedlisis es

necesaria para convertir al virion inmaduro en viriones maduros capaces de infectar &% 621,

Dentro de los genes reguladores, la proteina vif (Factor de Infectividad Viral), funciona
como antagonista de los factores celulares contra el virus, es decir, bloquea las proteinas
inhibidoras de la célula (tales como, cistidinas desaminasas- APOBEC) permitiendo una
eficiente replicacion viral 238,
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La proteina tat en los LvPRs, originalmente se describié como un activador transcripcional
. Sin embargo, estudios recientes mostraron que esta proteina tat no tiene actividad
transactivadora, por lo que difiere de la de los lentivirus en primates “+ ¢ No obstante,
tiene una actividad similar a la proteina vpr del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1

(VIH-1), por lo que en los LvPR esta regién se ha denominado como vpr-like 225 40,631,

Finalmente, la proteina rev (regulador de la expresion de proteinas del viridn) regula el
transporte nuclear y la exportacion del ARN mensajero (ARNm) viral del nucleo al
citoplasma; también esta involucrado en el proceso de splicing (corte y empalme) durante

la traduccion del ARN viral 242 44,

Las relaciones entre los lentivirus han sido investigadas mediante andlisis filogenéticos.
Recientemente, estudios basados en secuencias largas de &acidos nucleicos de los
segmentos gag-pol (1.8 kb) y pol (1.2 kb), clasifican a los LvPRs en cinco grupos (A-E),
los cuales difieren entre cada uno en un 25-37% 43 49.€4. 691 | o5 genotipos A, B y E son

divididos a su vez en diferentes subtipos, estos difieren entre su secuencia en un 15-27%

[43, 49, 65, 66]

El grupo A incluye aquellos prototipos aislados del ovino: SA-OMVV (Sudafrica), EV1
(Escocia) y 1514 (Islandia) > 7 49 67. 681 Este grupo consta de por lo menos 17 subtipos

reconocidos (A1-A17) 14349, 64,65,66]

El grupo B, es menos complejo (genéticamente) que el A, contiene a los lentivirus
prototipos aislados de caprinos, principalmente provenientes de EUA 9. Este genotipo
esta dividido en 3 subtipos (B1-B3) 43496469 E| grupo C comprende los aislados caprinos
de Noruega (AF322109) 13 4% 70 E| grupo D unicamente ha sido descrito en ovinos de

Suiza (AY454295) y Esparia (DQ632733) a partir de la secuencia de su gen pol [43: 49 64.71],
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Finalmente, el grupo E esta dividido en 2 subtipos y comprende los aislados provenientes

del norte de lItalia (EU10124; subtipo E1) y Cerdefia (GQ381130.1; subtipo E2) 143 49.65.72],

Hasta la fecha, los genotipos B, C y los subtipos A1, A3-A6, A-9, A11-A13 han sido
encontrados en ambas especies (ovinos y caprinos). El resto de los genotipos y subtipos

Unicamente han sido estudiados en una de las dos especies &7 43,

1.3.1 Transmisioén

La principal ruta de transmision de los LvPR es a través de la ingestién de calostro y/o
leche de animales infectados con el virus [" 11 14, 18, 20, 25, 29, 34,73, 74, 75, 76 ' En g| caso
particular de LvPR de origen ovino, el contacto directo y prolongado con secreciones
(especificamente, aerosoles), también representa una via importante de transmision, la
cual se ve favorecida comunmente en sistemas intensivos debido a la alta poblacion

animal ['1.21. 25,

La transmision intrauterina no ha sido estudiada a profundidad, no obstante, algunos
reportes mencionan que aproximadamente el 10% de los fetos provenientes de hembras
infectadas con LvPR, fueron positivos al virus mediante serologia, histopatologia y
aislamiento viral 11 73.77. 78 De jgual manera, se ha demostrado la presencia del virus
en células del tracto genital en cabras " 7 Asimismo, se ha identificado que las
placentas de hembras positivas a LvPR, representan una fuente importante de infeccién
[11. 8. 811 Recientemente, al realizar una cinética de la infeccion por VAEC, se identifico la
presencia de anticuerpos y particulas virales en cabritos recién nacidos sin calostrar,
demostrando que cabras infectadas con LvPR pueden transmitir el virus de forma
intrauterina 621,
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Se ha demostrado la presencia del virus en liquido seminal de animales infectados natural
y experimentalmente 1 7 1. 83. 84.85] " Jsando semen infectado con LVPR, se logro detectar
la presencia de anticuerpos contra el virus en aquellas cabras inseminadas con dicho
eyaculado; esto confirma la participacion del semen infectado como via de transmisién

viral 186l

Los LvPRs se consideraban virus especificos de especie, sin embargo, actualmente se
sabe que pueden ser transmitidos entre caprinos y ovinos e incluso pueden recombinarse
formando nuevas cepas de VAEC-VMV 2% 4 | a primer evidencia de esta transmision
cruzada se obtuvo mediante el analisis de secuencias derivadas de borregos infectados
en Francia, las cuales mostraron que el virus estaba mas relacionado a la AEC,
especificamente al grupo B2, que a Maedi-Visna (grupo A) > 14 43. 87, 88, 89  Ademas,
estudios epidemioldégicos han demostrado la transmision viral a partir de borregos

infectados con cepas de Maedi-Visna (grupo A4) a cabras % 16431,

1.3.2 Patogenia

Los LvPRs infectan monocitos-macréfagos, células epiteliales y células dendriticas
(células permisivas) & 4 9 40. 43,90, 91 " F| vjrys entra e integra su genoma viral en los
monocitos (provirus), de tal forma, que éstos llevan el provirus en su genoma mostrando
una baja o nula replicacion viral. Estas células latentemente infectadas se diseminan a
diferentes 6rganos, evadiendo la respuesta inmune 2 43 9. 921 | 3 maduracién de estos
monocitos a macrofagos, favorece la expresion de factores de transcripcion, necesarios
para la replicacién viral y la produccion de particulas virales infecciosas 4 © 9 43 92 E|

virus persiste en monocitos y macréfagos infectados permitiendo un estado de latencia
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por periodos variables (entre seis y doce meses, aproximadamente), de esta forma, si un

animal es infectado con LVPR permanecera infectado toda su vida [ 79 17. 36,43, 92]

El periodo de incubacién es altamente variable. La mayoria de los animales se infectan en
edad temprana y desarrollan la enfermedad meses o afios mas tarde ' 71. Los primeros
hallazgos histopatolégicos en los 6rganos blanco, se pueden presentar en el primer o
segundo ano post-infecciodn, sin embargo, a pesar de iniciar las lesiones en los 6rganos, el
animal puede permanecer infectado de forma subclinica por largos periodos; incluso
animales permanecen sin signos toda su vida y soélo un 25-30% de los animales
seropositivos desarrollan algun cuadro clinico; no obstante, estos animales pueden

eliminar el virus y ser una fuente de infeccion para otros animales no infectados %6 7 9

11,17, 36]

Las manifestaciones clinicas y subclinicas de LvPR, se asocian a lesiones inflamatorias
progresivas por células mononucleares en pulmones, articulaciones, ubres y sistema
nervioso central. La caracteristica principal en ovejas infectadas es debilitamiento y
dificultad para respirar asociado a un cuadro de neumonia; mientras que en cabras se
presenta encefalitis, artritis y mastitis indurativa, las cuales afectan considerablemente la

produccion [17:28.43],

La encefalitis generalmente ocurre en animales jovenes de dos a seis meses de edad,
aunque también se ha reportado en individuos con un mes de edad; no obstante, rara vez
se presenta en animales adultos > 57 28 Sus principales signos incluyen debilidad de los
miembros, con hipertonia, hipersensibilidad y ataxia, estos signos neuroldégicos empeoran
gradualmente a paresia, tetraparesia y a paralisis total. Algunos animales afectados
pueden mostrar opistotonos, movimientos circulares, ceguera, nistagmo, alteracion del

nervio facial y disfagia & 7 28 Histologicamente, la encefalits muestra lesiones
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inflamatorias en medula espinal, cerebro, meninges y plexo coroideo, donde se observa
infiltrado leucocitario perivascular, proliferacion de células de la glia, asi como

desmielinizacion acompafiada de malacia y calcificacion focal de la materia gris 123 28],

Por el contrario, la artritis comunmente se observa en animales adultos y se caracteriza
por una inflamacién de la articulacion carpal con distension de la capsula articular,
sinovitis, bursitis y un grado variable de cojera >3 7 25 28 Microscdpicamente se observa
hiperplasia de células sinoviales con marcado engrandecimiento del vello sinovial,
infiltrado mononuclear perivascular con presencia de células plasmaticas, necrosis
periarticular y capsular, asi como zonas de mineralizacién con infiltrado linfocitico; en
casos graves se ha presentado destruccién del cartilago con ruptura de ligamentos y

tendones [3 7 25.28]

El cuadro de mastitis indurativa es caracterizado por un infiltrado mononuclear en el tejido
interlobulillar y en algunos casos puede presentarse agalactia ©® 7 ' 281, No obstante, el
impacto que ocasiona la mastitis en la produccién es controversial; en algunos estudios
no se han detectado diferencias en la cantidad y calidad de la leche en cabras infectadas
y no infectadas 3 93 %41 Otros trabajos han mostrado una reduccién en la produccion de
leche en cabras hasta en un 9%, sin alterar la calidad de la misma 3 %l Finalmente,
existen reportes que indican una reduccion en la produccion de leche en un 15% asociada
a una baja calidad (disminucion en el contenido de grasa) de la misma ¥ % % En ovinos
se ha observado un reduccion en la produccién y cantidad de grasa en leche en 2% y

3.2%, respectivamente 131,

Los LvPR inducen una respuesta seroldgica, sin embargo, existe poca afinidad a
anticuerpos neutralizantes y por tanto bajos titulos de los mismos, de manera que la

infeccion no puede ser controlada unicamente por anticuerpos. La inmunoglobulina
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subtipo G1 (IgG1) ha sido identificada como el anticuerpo dominante durante la respuesta
humoral contra las proteinas de gag y env. En la respuesta celular, los linfocitos T
citotoxicos (CTLs) juegan un papel importante como células efectoras, inhibiendo la
replicacién viral. No obstante, la produccién de citocinas sobre los grupos celulares
favorece la presencia de lesiones en tejidos. Asimismo, en respuesta a la presencia del
retrovirus, la célula produce proteinas intracelulares conocidas como factores de
restriccion, éstas bloquean el ciclo viral en diferentes puntos, usando diversas estrategias.
Una de estas proteinas es TRIM5 (Motivo Tripartido de la Proteina 5 alfa), la cual inhibe la

sintesis de ADN viral, al inducir el desnudamiento prematuro del virus %!,

1.3.3 Diagnaostico

Existen diversas técnicas diagndsticas para evaluar la presencia de LvPR en ovinos y

caprinos, las cuales estan basadas en la deteccion directa e indirecta del virus 1" %81,

El diagnéstico basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es el método
molecular mas usado en la identificacion de LvPR; no obstante, los métodos indirectos
(técnicas serolégicas) son los mas frecuentemente usados para detectar la infeccion

contra estos lentivirus debido a su accesibilidad 3.

Las pruebas serologicas incluyen la inmunodifusién en gel agar (IDGA), inmunoensayo
enzimatico  (ELISA), inmunoelectrotransferencia o Western Blot (WB) vy

radioinmunoprecipitacion (RIPA) [ 11.43. 98],

La IDGA ha sido un método clasico para la deteccion de anticuerpos contra LvPR en
animales domésticos & " 17. 91 Se considera que esta prueba es altamente especifica

(98-100%) pero relativamente poco sensible (75-76%) 6 11 17. 98. 99, 100]
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La prueba de ELISA es usada para trabajar un gran numero de muestras y es mas
sensible (84-98%) que la IDGA [© 1. 98,99, 101 | o5 ELISAs cominmente usados para la
deteccién de anticuerpos contra LVPR son los indirectos (I-ELISA) y competitivos (C-
ELISA) usando anticuerpos monoclonales '” 9 1% Pgara este método se pueden usar un
gran numero de antigenos, tales como virus completos, recombinantes y péptidos
sintéticos que contengan epitopos inmunodominantes ['!: 17. 100. 102,103 Ng obstante, debido
a la heterogenicidad en las cepas virales, es necesario seleccionar el antigeno adecuado,

que contenga epitopos presentes de la cepa viral circulante en la regién en estudio '" 431,

De esta forma, la sensibilidad y especificidad de la IDGA y del ELISA, dependera de la
cepa viral usada en la prueba, de la preparacion del antigeno virico y de la prueba
estandar de comparacion © . 71 | os analisis de inmunotransferencia tipo Western blot
y/o la radioinmunoprecipitacion, son los estandares de comparacién frecuentemente

usados para establecer la sensibilidad y especificidad de estas pruebas serologicas ©

17, 98, 99]

La inmunoelectrotransferencia, es el método serolégico que permite la deteccién de
anticuerpos dirigidos contra las diferentes proteinas del virus, las cuales son separadas
segun su peso molecular 8 9. 9. 104 Fgtg técnica muestra alta sensibilidad (92-100%) y
especificidad (98-100%) y se usa de manera rutinaria como prueba confirmatoria en la

mayoria de los laboratorios © 1. 18.99.104]

En el diagnéstico serologico la principal limitante consiste en el tiempo de seroconversion
de los animales, lo cual puede ocurrir semanas, meses o afios post-infeccion ' 17 43, 105],
Algunos animales pueden permanecer seronegativos o bien, presentar bajos titulos vy
llegar a ser transitoriamente seronegativos, afectando el resultado de estas pruebas

diagndsticas 1° 7+ 1. 17,43, 105,
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Debido a que la seroconversién, tarda largos periodos e incluso algunos individuos no
desarrollan una respuesta de anticuerpos detectable con las pruebas serolégicas antes
mencionadas. Las técnicas para la deteccion de acido nucléico viral, pueden ser utiles en

la identificacion de algunos casos donde los animales ain no han seroconvertido © 43 65,99,

106]

Las propiedades biologicas y genéticas del virus, el tejido muestreado y la carga viral en
el momento en que se toma la muestra, son aspectos que se deben considerar en la
deteccion de acido nucléico viral. Para la identificacion de LvPR, la muestra cominmente
usada es sangre periférica; sin embargo, la carga viral puede fluctuar en el tiempo y

puede ser diferente entre individuos ['': 431071,

Las pruebas para detectar el virus comprenden el aislamiento viral a través de cultivo
celular y la deteccion de fragmentos del genoma viral mediante PCR o transcripcién
reversa acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y tiempo real

(q PCR) [6, 43, 98, 99].

La PCR es el método clasico para demostrar la presencia del virus ", Los primeros

protocolos estandarizados para LvPR fueron disefiados en los afios 90 243,

Esta técnica es considerada una herramienta exitosa en el diagnéstico de LvPR, debido a
su habilidad para detectar los acidos nucléicos del virus en las células infectadas con el
provirus (ADN viral) o en exudados que contengan particulas virales libres (a través de
una RT-PCR) 3. Ademas de la PCR convencional, existen variantes de esta técnica,
como la PCR anidada o semi-anidada, cuyo objeto es aumentar la sensibilidad en esta

prueba 13 9. 99, 108]
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Diversos estudios han demostrado la utilidad de la PCR en la detecciéon de LvVPR, a partir
de diferentes muestras de animales infectados, entre las cuales se encuentran las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), leche o secreciones

de glandula mamaria, liquido sinovial, semen y otros tejidos 43 74,77, 79, 84,85, 87, 99,101, 105, 108]

La eficiencia de esta técnica depende de la especificidad en el disefio de los iniciadores y
la region que se amplificara ['" % % | a baja carga viral existente en los animales
infectados, la baja proporcion de células permisivas en algunos tejidos (1 monocito
infectado en 10*-10° PBMC) y la alta tasa de variabilidad genética puede dificultar el

diagndstico de LVPR mediante este método "1 43 107,109

Una ventaja de la PCR sobre las pruebas seroldgicas, consiste en la deteccion de la
infeccién en animales jévenes con anticuerpos calostrales o en aquellos individuos que no
presentan seroconversion [ 43 105 Agimismo, los productos de PCR pueden ser
secuenciados sistematicamente, lo que permite mejorar el disefio de los iniciadores para

la realizacion de nuevas PCRs, aumentando el rango de reconocimiento 13 1149, 1011,

El aislamiento viral es una prueba que requiere células mantenidas en medios de cultivo
especificos, las células se inoculan con una muestra sospechosa o previamente
identificada por PCR y se incuba a 37 °C hasta observar un efecto citopatico. El
aislamiento viral es una técnica laboriosa que puede complicarse debido a la ausencia de

lineas celulares permisivas y/o por una limitada produccion viral en los cultivos celulares

[43, 110]

Debido a que los LvPR muestran una alta produccion viral en células permisivas como los
macrofagos, estas células son comunmente usadas para el aislamiento del virus. Las

células de membrana sinovial (fibro-epiteliales) y las células de plexo coroideo derivadas
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de cabras y ovinos, también se utilizan rutinariamente para el aislamiento in vitro de LvPR.
Otro tipo celular permisivo a la infeccién de LvPR son explantes de pulmén, fibroblastos
de piel, bazo y células de coérnea, células de testiculo, células epiteliales de glandula
mamaria (TIGMEC-linea celular), células de la granulosa y oviducto, células de la
microglia, hepatocitos, entre otras. Sin embargo, la restriccidon en la expresion del virus y
el bajo numero de células infectadas encontradas en estos tejidos, debe tomarse en
consideracion para determinar la relevancia bioldgica al realizar el aislamiento de LvPR en

estas células 13 74,77, 79,90, 110]

Los LvPRs son altamente variables genética y antigénicamente; asimismo muestran
diferencias fenotipicas in vitro. Especificamente, los aislados pueden diferir de otros por
su capacidad de seleccion y produccion de particulas virales infecciosas en ciertos tipos
celulares e incluso en su capacidad de inducir un determinado efecto citopatico.
Frecuentemente, los aislados ovinos se replican rapidamente e inducen la formacion de
sincitios, lisis celular y altos titulos virales. En contraste, aquellos aislados provenientes de
caprinos, se caracterizan por una replicaciéon lenta y bajos titulos virales. Finalmente, los
LvPR que presentan una velocidad de replicacién intermedia han sido aislados de ambas

especies 31,

El aislamiento de LvPR se puede realizar a partir de animales vivos, o bien con muestras
de tejidos obtenidas de necropsias 7 71, En animales vivos infectados, las muestras para
obtener preparaciones de leucocitos o particulas virales son sangre periférica, leche y

liquido sinovial aspirado de las articulaciones '),

Los LVPR pueden ser aislados a partir de monocitos-macrofagos circulantes en sangre
(PBMC), los cuales son co-cultivados en células de membrana sinovial (CMS), células de

plexo coroideo o incluso en fibroblastos de piel, para evidenciar el efecto citopatico,
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caracterizado por la formacion de sincitios & 7 1. 431 | g presencia del virus también se

puede confirmar con otros métodos como la microscopia electrénica e inmunomarcaje ©* &

7,11, 98]

Los métodos inmunohistoquimicos permiten la deteccion del virus a través de anticuerpos
especificos utilizando tejidos histoldgicos, frotis, entre otros. Esta prueba es de gran
utilidad como prueba confirmatoria, sin embargo, es un método poco utilizado en el

diagnostico de LVPR, debido al costo y a la poca disponibilidad de reactivos 13 119,

La distribucion geografica de las diferentes cepas de LVPR, puede influenciar los
resultados de las pruebas seroldgicas y moleculares, sobre todo en aquellas cepas que se
transmiten interespecie 3. Las técnicas moleculares de PCR, clonacion y secuenciacion,
permiten conocer las cepas especificas de un pais o regién, brindando informacion acerca

del tipo de prueba seroldgica y antigeno que se debe usar 7],

Algunos reportes mencionan que la combinacién de ELISA con PCR (ADN proviral), ha
demostrado ser la mejor estrategia para el diagnéstico de LvPR, sin embargo, es
necesario conocer las variaciones antigénicas y genéticas de las cepas circulantes para

optimizar la sensibilidad de estos ensayos 49 9 1101,

1.3.4 Prevencién y control

Actualmente, no existe tratamiento ni vacuna eficaz contra LvVPR, por lo que su
erradicacion dependera de programas de prevencion y control, basados principalmente en
la identificacion de animales infectados mediante el uso de pruebas seroldgicas y/o

moleculares para su posterior eliminacion o aislamiento 125 36 1111,
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Con la finalidad de desarrollar programas de control y erradicacion efectivos, es necesario
que las pruebas diagndsticas usadas para identificar animales infectados, sean sensibles
a las cepas locales de LvPR que estan circulando en una region determinada 2549, Como
consecuencia, la deteccibn de animales infectados mediante pruebas serologicas

confiables, resulta primordial para mantener los hatos libres de esta enfermedad ['& 110 111,

Se ha demostrado que la exportacion de razas de ovinos y caprinos, ha resultado en la
diseminacion constante de los LvPRs en diferentes partes del mundo [ 2% 75 111 En
contraste, razas nativas, que no han tenido contacto con las razas importadas, son libres
de este virus ['" 27 29 Bajo este panorama, si el desarrollo de la caprinocultura demanda
tecnificacion y mejora genética en los rebanos, estas medidas deben ser acompanadas
de campafias permanentes de vigilancia sanitaria para controlar y erradicar las

enfermedades que la afectan 12° 39,

Debido a la amplia distribucion mundial de LvPR, diversos trabajos sugieren que los
animales de importaciéon y aquellos que estan sujetos a movilizaciones nacionales, estén

libres LVPR; evitando asi, la difusién de dicha enfermedad en nuestro pais 1?29,

En muchos paises, el método mas usado para prevenir la infeccion por LvPRs consiste en
realizar pruebas periddicas con las técnicas de ELISA y/o IDGA, adquirir animales
unicamente de rebanos libres de esta enfermedad; separar a las crias de madres
seropositivas, inmediatamente después del nacimiento y alimentarlos con calostro
pasteurizado, o bien, previamente calentado a 56°C durante 60 minutos o hasta 63°C por

15-20 segundos (termizacion) para prevenir la infeccion [2 5 6. 7. 99,110, 111]

En Suiza, la erradicacion de LvPR inicio voluntariamente en 1984, cuando la

seroprevalencia alcanzé un 60-80% aproximadamente en los animales. Diversas
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instancias federales y autoridades regionales, iniciaron proyectos de investigacion para
realizar estudios epidemioldgicos y estandarizar métodos diagndsticos. A partir de 1998,
su seroprevalencia disminuyo hasta el 1% [ "9 De igual manera ha sucedido en

Noruega, donde los programas de control han reducido la seroprevalencia hasta el 1% © 7

11, 110]

La eliminacién de animales seropositivos, asi como la separacion de animales
seronegativos de los serolégicamente positivos y el estricto control en la movilizacién de
animales, son otras medidas adoptadas en programas introducidos en Francia, Italia,

Alemania, Esparia, Finlandia y Suiza ' "%,

Debido a los casos documentados de transmisién interespecie en forma natural y
experimental; como el descrito en Suiza, donde el virus de AEC fue reintroducido en hatos
caprinos libres, por la convivencia con ovinos. Estos resultados sugieren que los
programas de control y erradicacion de LvVPR, no solo deben estar encaminados para

AEC en caprinos, sino también para Maedi-Visna en ovinos y viceversa [ 1,
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2. JUSTIFICACION

Debido a la ausencia de pruebas serologicas elaboradas en el pais que permitan un
monitoreo constante del LvPR; es necesario evaluar alternativas de diagnéstico locales,
por lo que la obtencion de una proteina recombinante para ser utilizada como antigeno y
derivada de virus que se encuentran infectando caprinos en el pais, puede favorecer el
desarrollo de técnicas diagndsticas mas sensibles que permitan la identificacién y control

de LvPR que infectan rebanos nacionales.

3. HIPOTESIS

El sistema de Escherichia coli sera capaz de permitir la expresiéon de la proteina p25
(capside) de LvPR, conservando sus propiedades inmunogénicas al ser reconocida por

anticuerpos obtenidos de animales infectados naturalmente con LvPR.
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4. OBJETIVO GENERAL

Obtener la expresion de la proteina recombinante p25 de LvPR de origen caprino,
empleando el sistema de Escherichia coli para demostrar su inmunoreactividad utilizando

sueros obtenidos de cabras infectadas con LvPR.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar caprinos infectados por LvPR.

2. Estandarizar una RT-PCR que amplifique la region de gag-p25 (capside) a partir de

ARN viral.
3. Clonar, expresar y purificar la proteina recombinante p25 de LvPR en E. coli.

4. Identificar la inmunoreactividad de la proteina recombinante p25 de LvPR mediante la

técnica de Western blot.
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6. MATERIAL Y METODOS

A partir del suero y liquido sinovial de un caprino con signos clinicos de artritis de la region
centro del pais, se realizd el diagndstico serolégico y molecular para determinar la

infeccién por LvPR.

El suero se analizé a través del método de ELISA competitivo, usando un kit comercial
para ovinos y caprinos (ELISAc de VMRD)?; para el liquido sinovial se realizaron dos
PCRs, la primera utilizando un par de iniciadores reportados por Daltabuit et al, 1999., que
amplifican un fragmento de 249 pares de bases (pb) del gen gag de LvVPR B°. La
segunda, usando otro par de iniciadores, los cuales amplifican un producto de 233 pb de

la regién LTR de LvPR.

Las muestras de suero y liquido sinovial fueron positivas a LvPR tanto en el ELISAc,
como en ambas PCRs. El liquido sinovial fue utilizado para la obtenciéon del producto

correspondiente a la region de gag-p25 (capside).

6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

6.1.1 Disefio de iniciadores para la amplificacion de la region gag-p25

(cpside)

Se sintetizé un par de iniciadores, usando el software Clustal 2.1° para el alineamiento de
la secuencias y el programa Serial Cloner Software 2.6 para el ensayo in silico de los

mismos. Los iniciadores se disefiaron basandose en la secuencia homologa del gen gag

@ VMRD, Inc, Washington, EUA
b http://www.clustal.org/
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de lentivirus de pequenos rumiantes (LvPR) disponibles en el GenBank, para amplificar un

fragmento de 667 pb, correspondiente a la proteina de capside (p25):

Gag-p25-1 5 - AGTGTCTTCCCAATAGTAGTGC -3

Gag-p25-2 5’ - CTGATCCCACATCTCTACATGC -3’

La homologia de los iniciadores, fue comprobada por medio de la base de datos BLAST
(Basic local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center of Biotechnology
Information)® (Figuras 3 y 4).

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
e vy |
| 1 1 1 1 1
1 4 a8 12 16 20

Figura 3. Diagrama donde se muestra la similitud de las secuencias reportadas en el GenBank
con la secuencia del iniciador Gag-p25-1, mediante BLAST del NCBI.

¢ http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 *>=200

Query
| 1 | | | |
1 4 8 12 16 20

Figura 4. Diagrama donde se muestra la similitud de las secuencias reportadas en el GenBank con
la secuencia del iniciador Gag-p25-2, mediante BLAST del NCBI.
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6.1.2 Extraccion de ARN a partir de liquido sinovial

La extraccion de ARN viral se realiz6 a partir de liquido sinovial de una cabra con signos
clinicos de artritis y positiva a las técnicas de ELISAc y PCR, utilizando el método de
extraccion de ARN con Trizol®, siguiendo las recomendaciones del fabricante y

realizando algunas modificaciones.

Se colocaron 400 pL de liquido sinovial en un microtubo y se agregdé 1 mL de Trizol®. Se
incub6é durante 5 minutos (min) a 4°C. Posteriormente, se agregaron 200 uL de
cloroformo, se agité vigorosamente la mezcla por 15 segundos y se incubd por 2 min a

4°C.

Pasada la incubacién, se centrifugé en una microcentrifuga refrigerada® a 13,000 rpm
durante 15 min a 4°C. Se transfirié la fase acuosa a un nuevo microtubo. Se precipito el
ARN con 0.5 mL de isopropanol frio, se mezcld suavemente por inversién y se incubé 10

min a 4°C.

Se volvié a centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C y se retiré el sobrenadante

para obtener la pastilla de ARN.

La pastilla se lavdé con 1 mL de etanol al 75% preparado con agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC)" al 0.1%. Se centrifugd a 7, 500 rpm durante 6 min a 4°C. Se retird
el sobrenadante y la pastilla se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente la pastilla

de ARN se suspendié en 30 pL de agua con DEPC al 0.1%.

d Invitrogen®, California, EUA
€ Labnet International, Inc, New Jersey, EUA
fSigma-AIdrich®, St. Louis, MO, EUA
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Después de la extraccion, se determind la concentracion de ARN total de la muestra,
mediante espectrofotometria (NanoDrop ND 1000)°. Finalmente, la muestra de ARN se

almacenod en un ultracongelador a -70°C hasta su uso.

6.1.3 Sintesis de ADNc (ADN complementario) a partir del ARN total

La sintesis de ADNc se llevé a cabo en dos pasos, empleando el kit comercial First Strand
cDNA Synthesis Kit9, siguiendo las indicaciones del fabricante y realizando algunas

modificaciones.

La amplificacion del ADNc se realizdé en un volumen de reacciéon de 20 yL. En la primer
fase, se colocaron en un tubo estéril de 0.2 mL para PCR, 1 uyg de ARN total, 1.6 uL de
oligo (dT) y agua estéril libre de nucleasas cuanto baste para (c.b.p) 10 uL. Esta mezcla
se incubd 5 min a 65°C. Posteriormente, para la segunda fase, al microtubo se le adicion6
4 uL del buffer de reaccién 5X, 1 pL del inhibidor de RNAsas (20 U/ uL), 2 uL de mezcla
de nucledtidos trifosfatados (dNTP’s) a una concentracion de 10 mM, 1 pL de
Transcriptasa reversa (20 U/ uL) y agua estéril libre de nucleasas c.b.p 10 uL. La mezcla
se incubo a 37°C por 90 min, posteriormente a 95°C durante 10 min y finalmente a 30°C

por 30 segundos.

La sintesis de ADNc se llevé a cabo en un termociclador” y el ensayo contd con un control

negativo (tubo sin ARN). EI ADNc fue almacenado a -20°C hasta su uso.

€ Thermo Scientific®, Massachusetts, EUA
h Labnet International, Inc. New Jersey, EUA
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6.1.4 PCR para la amplificacion de la regidon gag-p25-capside

Se estandarizdé una PCR para amplificar una regién del gen gag, correspondiente a la

proteina p25-capside de LvPR de 667 pb.

La amplificacién se realizé en un volumen final de 13 pL, se agregd 1 L de cada uno de
los iniciadores Gag-p25-1 y Gag-p25-2 a una concentraciéon de 10 picomoles (pmol) / uL,
6.5 uL de PCR Master Mix' y 1 uL de ADNc a una concentracion de 150 nanogramos
(ng). La PCR se realizé en un termociclador con las temperaturas que se mencionan a
continuacion: un ciclo de 95°C por 3 min (desnaturalizacién inicial), 40 ciclos a 95°C por
30 segundos (desnaturalizacion), 58°C por 30 segundos (alineamiento), 72°C por 1 min

(extension) y un ultimo ciclo de 72°C por 7 min (extension final) (Figura 5).

La visualizacion del producto amplificado por PCR se realizé separando el producto de
amplificacion mediante geles de agarosa al 2.5% en amortiguador Tris-acetato-EDTA
(TAE), por electroforesis en una camara horizontal!, los geles fueron tefiidos con bromuro

de etidio y observados en un fotodocumentadorX.

" Thermo Scientific®, Massachusetts, EUA
I Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
k Kodak, New York, EUA
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Figura 5. Esquema de los ciclos de tiempos y temperaturas de la PCR para amplificar la
regién del gen gag correspondiente a la proteina p25-capside.

6.1.5 Purificacion y secuenciaciéon del producto de PCR gag-p25-capside

Previo a la secuenciacion de los productos de PCR que amplificaron el fragmento
correspondiente a la proteina p25 de LVPR, se realizé la purificacién de dichos productos
mediante una columna comercial QIAquick Gel Extraction Kit®', siguiendo las
recomendaciones del fabricante, el ADN fue suspendido en 30 ul de solucién EB

precalentada (proporcionada por el fabricante) y se almacené a -20°C.

El purificado fue enviado por duplicado a la Unidad de Secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia perteneciente a la UNAM, campus Morelos, para obtener la secuencia de

dicho producto.

6.2 Clonacién de la proteina p25

La secuencia nucleotidica de la proteina p25 fue ligada al vector comercial Champion™
pET-SUMO Protein Expression System™ (Figura 6), siguiendo las indicaciones del

fabricante. Posteriormente esta construccion se introdujo en células competentes de

' Qiagen®, California, EUA
™ Invitrogen®, California, EUA
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Escherichia coli Mach1™-T1R (One Shot® Mach1™-T1R Chemically Competent E.coli)"

mediante transformacién quimica.

Para realizar la construccién genética de la proteina p25, en un volumen final de 10 pL se
mezclaron de manera cuidadosa los siguientes reactivos: 2 yL del producto de PCR
purificado, 1 uL del buffer de ligaciéon (10X), 1 uL de la enzima ADN-ligasa T4, 4 yL de
agua estéril (proporcionada por el fabricante) y 2 pL del vector pET-SUMO (25 ng/ uL),

esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche.

Figura 6. Esquema del vector comercial ChampionTM pET-SUMO Protein Expression
System usado para la construccion genética de la proteina p25-capside.

" Invitrogen®, California, EUA
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Para la transformacién de células competentes, primero se descongel6 un vial de células
(E.coli Mach1™-T1R) colocandolo en hielo. Una vez descongelado se adicionaron 2 uL de
la reaccion de clonacion, se mezcld suavemente sin usar la pipeta e inmediatamente se
incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente, se realizé el choque térmico a 42°C
durante 30 segundos y rapidamente se volvié a colocar en hielo por 2 min; a este tubo se
agregaron 250 uL de medio S.O.C (proporcionado por el fabricante) y se incubd a 37°C
con agitacién por 1 hora. Finalmente, se tomaron 100 pL de ese tubo y se sembraron en
placas con medio Luria-Bertani (LB) sdlido, adicionado con kanamicina (50 pg/mL) y se

incubaron a 37 °C toda la noche.

6.2.1 Extraccion del plasmido mediante lisis alcalina para la expresion de

p25-capside

Se eligieron al azar las colonias transformadas en el agar LB con kanamicina y a éstas se
les realizé la extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina usando el protocolo

para volumenes medios, descrito por Sambrook [12],

Brevemente, cada una de las colonias crecidas se transfiri6 a un matraz con 50 mL de
medio LB liquido adicionado con kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37°C con
agitacién toda la noche. Pasado este tiempo, el medio se colocé en tubos de fondo cénico
de 15 mL, se centrifugaron a 6,000 rpm durante 15 min. Se decanto6 el sobrenadante, se
suspendieron las pastillas en 200 pL de solucion de lisis | fria (glucosa 50 mM, Tris-Cl 25
mMy EDTA 10 mM), se transfirieron a un microtubo y se homogenizaron con ayuda de un

vortex y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. Pasada la incubacion, se
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adicionaron 400 L de solucion de lisis Il preparada al momento (NaOH 0.2 N, SDS 1 %),

se mezclaron por inversion y se incubaron a 4°C durante 10 min.

Posteriormente, se agregaron 300 pL de la solucién de lisis Il fria (acetato de postasio 5
My acido acético glacial), se mezclaron por inversién y se incubaron durante 5 min a 4°C;
se centrifugaron a 13, 000 rpm por 5 min a 4°C y se transfirié el sobrenadante a un nuevo
microtubo, se afiadié un volumen igual de fenol:cloroformo (25:25) y se mezcld con vortex
hasta homogenizar, se centrifugd a 13,000 rpm durante 2 min. Se transfirié la fase acuosa
a un nuevo microtubo y se precipitdé el ADN plasmidico con 0.6 volumenes de isopropanol,
se mezcld por inversion y se incubaron a 4°C por 5 min; se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 5 min, se retird el sobrenadante por decantacion y se lavaron las pastillas con 1
mL de etanol frio al 70%, se centrifugd nuevamente a 13,000 rpm por 2 min; se elimind el

sobrenadante por decantacion y se dejaron secar las pastillas a temperatura ambiente.

Finalmente, las pastillas se suspendieron en 300 uyL de solucion TE (tris (hidroximetil)
aminometano-acido etilendiaminotetraacético 10:1 mM pH 8). Las muestras de ADN

plasmidico se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.2.2 Seleccion de plasmidos

Con la finalidad de corroborar la presencia del inserto en las colonias transformadas, se
realiz6 una PCR con los iniciadores de Gag-p25-1 y Gag-p25-2, asi como con los
iniciadores pET-Fw y pET-Rv (proporcionados por el fabricante)°. Cada colonia
transformada fue sometida a 2 reacciones de PCR, una para la region genética de la

proteina p25-capside y la otra para los controles pET. Asimismo, se incluy6é un control de

° Invitrogen®, California, EUA
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reaccion (Control Reaction Cloning), el cual amplifica un fragmento de 750 pb

(proporcionado por el fabricante).

6.2.3 Purificacion y secuenciacion del ADN plasmidico

Previo a la expresion de aquellos plasmidos con la secuencia nucleotidica de la proteina
p25, se realizé su purificacion y secuenciacion. La purificacion se llevé a cabo mediante
una columna comercial QlAprep Spin Miniprep Kit?, siguiendo las recomendaciones del
fabricante, el ADN fue suspendido en 70 pL de solucion EB precalentada (proporcionada

por el fabricante) y se almacené a -20°C.

El purificado se envié por duplicado a la Unidad de Secuenciacién del Instituto de

Biotecnologia, UNAM, campus Morelos.

6.3 Expresion de la proteina p25

Una vez verificada la secuencia del ADN plasmidico, se llevé a cabo la expresion de la
proteina recombinante p25-capside, siguiendo las indicaciones del fabricante y usando
células competentes de Escherichia coli BL21 (DE3) (One Shot® BL21 (DE3) Chemically

Competent E.coli)?.

Para la expresion, primero se descongel6 un vial de células BL21 (DE3) colocandolo en
hielo. Una vez descongelado se adicionaron 10 ng del ADN plasmidico que contenia el

inserto de la region genética de la proteina p25, se mezcldé suavemente sin usar la pipeta

P Qiagen®, California, EUA
9 Invitrogen®, California, EUA
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y se incubd por 30 min en hielo. Pasada la incubacion, se realizé un choque térmico a
42°C durante 30 segundos y se transfiri6 nuevamente en hielo por 2 min. Se adicionaron
al tubo 250 pL de medio S.0.C (proporcionado por el fabricante) y se incubd a 37°C con
agitacion durante 1 hora. Posteriormente, se tomé toda la mezcla de la transformacion y
se sembré en 10 mL de medio LB liquido adicionado con kanamicina (50 pg/mL) vy

glucosa al 1%. Finalmente, se incubd a 37°C con agitacién toda la noche.

Del cultivo resultante, se tomaron 500 pL y se inocularon en 10 mL de medio LB liquido
adicionado con kanamicina (50 pg/mL) y glucosa al 1%, éste cultivo se incubd a 37°C con
agitacién, durante dos horas para alcanzar una densidad 6ptica (ODeoo) de 0.4-0.6 (etapa

logaritmica).

6.3.1 Curva de crecimiento

Una vez alcanzada dicha densidad en el cultivo se tomé una alicuota de 500 L, la cual se
determiné como ‘fase cero’ en la curva de expresion. Posteriormente, el cultivo se dividid
en dos cultivos de 5 mL; a uno, se le adicioné IPTG (isopropil p—tiogalactopirandsido)” a
una concentracion final de 1mM, obteniendo un cultivo inducido; el otro cultivo de 5mL, se
proces6 sin inducir (sin IPTG). Finalmente, los dos cultivos se incubaron a 37°C con
agitacién durante 5 horas, tomando una alicuota de 500 pL en fases de tiempo de 30

minutos para cada uno de los dos cultivos.

" Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA
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6.3.2 Lisis protéica

Para obtener el extracto crudo de las colonias bacterianas las alicuotas de cada fase de
tiempo, se centrifugaron a 13, 000 rpm por 2 min; la pastilla bacteriana se suspendi6 en
300 pL de buffer de lisis (Tritdn 100X al 0.5%, glicerol al 10%, KCI 100mM, NaCl 400mM,
imidazol 10mM y fosfato de potasio 50 mM pH 7.8), la mezcla se sometié a 5 ciclos de
congelacion y descongelacién y posteriormente a tres ciclos de sonicacion (ciclos de 2
min con pulsos de 10 segundos y descansos de 5 segundos) para romper las células.
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 13, 000 rpm durante 10 min a 4°C para
obtener las proteinas solubles totales, contenidas en el sobrenadante, el cual se transfirié
a un nuevo tubo. Las proteinas solubles totales se almacenaron a -20°C hasta ser

procesadas.

6.3.3 Cuantificacion de proteinas

La determinacién de la concentracion de proteina en cada una de las fases se llevd a
cabo mediante el método de Bradford, realizando una curva de referencia con alblimina
sérica bovina (ASB) utilizando concentraciones finales de 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 pg/uL. Una
vez obtenida la curva, se hizo la cuantificacion de cada una de las muestras en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 595 nm. Como controles se usaron 100 L

del reactivo Bradford® y 100 uL de agua Mili Q.

* Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
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6.3.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas fueron visualizadas mediante geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes. El gel separador se preparé en un volumen final de 10 mL (3.35 mL de
agua destilada, 4 mL de acrilamida' al 30%, 2.5 mL de Tris' 1.5 M pH 8.8, 0.1 mL de SDS"
10%, 0.08 mL de persulfato de amonio" al 10% y 0.007 mL de TEMED"), mientras el gel
concentrador, en un volumen final de 5 mL (3 mL de agua destilada, 0.65 mL de
acrilamida al 30%, 1.25 mL de Tris 0.5 M pH 6.8, 0.05 mL de SDS al 10%, 0.04 mL de

persulfato de amonio al 10% y 0.0035 mL de TEMED).

Previo a la electroforesis, las muestras fueron desnaturalizadas en ebullicién (95°C)
durante 5 min con el amortiguador de carga para proteinas Laemmli 2X", en una relacién
1:1 y se colocaron 40 ug de muestra en cada pozo. La electroforesis se llevo a cabo en

una camara vertical' a 60 volts para el gel concentrador y a 80 volts para el gel separador.

Una vez establecido el tiempo 6ptimo de crecimiento de las E. coli transformadas, se
prepararon 2 geles de poliacrilamida, uno se tiidé con azul de Comassie" para la

visualizacion de las proteinas y el otro se utilizé para la inmunotransferencia.

6.3.5 Transferencia de proteinas

Posterior a la separacidon de proteinas por electroforesis, éstas se transfirieron a una

membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno)” mediante un buffer de transferencia (Tris

' AMRESCO®, Ohio, EUA
Y Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA
¥ Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
Y Millipore®, Massachusetts, EUA
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25 mM, Glicina* 192 mM, Metanol’ al 20%). La transferencia de proteinas se realizd en

una camara de inmunotransferencia® a 350 mA (o 100 volts) durante 90 minutos.

Para corroborar que la transferencia de proteinas se llevé a cabo, se realizé una tincion
rapida en la membrana con rojo de Ponceau® durante 3 min, posteriormente fue

destenida con agua destilada.

6.3.6 Inmunodeteccion

Después de la transferencia, la membrana de PVDF fue bloqueada con ASB al 5% en
PBS durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente, se realizaron
tres lavados de 5 min cada uno, con buffer de lavado (PBS pH 7.2, Tween 20% al 0.05%) y
se incubo toda la noche a 4°C en agitacidon con una muestra sérica positiva (suero de
cabra positiva a LvPR diluido 1:200 en buffer de lavado con leche descremada al 5%),
previamente adsorbido con E. coli basado en el protocolo de Graber y Zingales '3, Al
finalizar la incubacién, se realizaron nuevamente tres lavados de 5 min cada uno con
buffer de lavado. Se colocd el anticuerpo secundario anti IgG de cabra acoplada a
peroxidasa®® (usando una dilucion 1:2000) y se incubd durante 2 horas a 37°C en
agitaciéon. En seguida, se hicieron tres ultimos lavados de 5 min cada uno con buffer de

lavado y dos lavados de 5 min cada uno con PBS.

* AMRESCO®, Ohio, EUA

Y J.T. Baker®, Pennsylvania, EUA

? Bio-Rad®, Philadelphia, EUA

3 Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA
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El revelado de la membrana se llevé a cabo mediante quimioluminiscencia, utilizando las
soluciones Inmobilion™ Western Chemiluminescent HRP Substrate®, siguiendo las

indicaciones del fabricante.

6.3.7 Purificacion y secuenciacion de la proteina recombinante p25-capside

La purificacion de la proteina recombinante p25 se realiz6 mediante una columna
comercial ProBond™ Purification System®°, siguiendo las recomendaciones del fabricante,
la proteina fue suspendida en 4 mL de buffer de elucion (proporcionado por el fabricante)
y se almacend a -20°C. Para corroborar que la secuencia correspondia a la regiéon gag-
p25, el purificado fue enviado a la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia,

UNAM, campus Morelos.

bb Millipore®, Massachusetts, EUA
“ Invitrogen®, California, EUA
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7. RESULTADOS

7.1 PCR

7.1.1 RT-PCR para la amplificacién de la regién genética de la proteina p25-

capside

Se estandarizé la RT-PCR para obtener una amplificaciéon de 667 pb, correspondiente a la
region genética de la proteina p25-capside de LvPR, a partir de ARN viral obtenido de
liquido sinovial y utilizando para la PCR los iniciadores Gag-p25-1 y Gag-p25-2.

Posteriormente, el producto amplificado fue purificado y usado como inserto (Figura 7).

Figura 7. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio donde se observa el producto
de amplificacion purificado de la region genética de la proteina p25-capside de LvPR. Carril 1
al 4: Producto de amplificacion de 667 pb (proteina p25) después de la purificacion; M=
Marcador de pares de bases 50 pb GeneRulerd,

99 Thermo Scientific®, Massachusetts, EUA
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El producto purificado de 667 pb obtenido a partir de la RT-PCR, fue secuenciado y con el
electroferograma se construyo la secuencia consenso (Figura 8). La secuencia obtenida
fue analizada con BLAST del NCBI. El analisis mostré un porcentaje de identidad del 92-
93% con el gen gag de LVPR, el cual codifica para la proteina de la capside-p25 de LvPR

(Figura 9).

TTTGCTTTTGACAATCTGTTGATGCATTTGTATAAGACAATGTCAACTTTAGATATTCTTTTATAGCC
TGTGTGACCGGCTCTGCATCTATTGCTTCTAGCAATCTTGCTGCAAAGTCTTCATATGACTCATTTGT
TTTTTGCTTTACTAACATTGGATTCCCTGGTTTGTGAGCCATATGCCTTACTGCTCTTAAGGCTGATA
TTACCCATTGCAGGCATAGTTGTCTTGCCGCATCCATATTGGCTTGCGCTGCTGCTTGATTTGTTTGT
CCTACCCCCATAATTTGATCCACTGTTAATGCTCCTCCCGCTGGAGGGGGTGGATTATTCCTCCTCCA
CCTTTCTGCTTCCTCATTTAATTTCCCTTGAATTAATTCTTTTTGAGCTCTATTCCCAGGCATCATGG
CCAATACTTCTAATATATCTTTACTTGTCCAGGTAGTAGCATAATATGCCAACTG

Figura 8. Electroferograma que muestra la secuencia nucleotidica del producto de PCR.

s %
Descripcion identidad N° Acceso
Caprine arthritis encephalitis virus isolate CAN 23-15CAEV, gag 93 KC241950.1
protein gene, partial cds
Caprine arthritis encephalitis virus isolate CAN 23-2CAEV, gag 93 KC241948.1

protein gene, partial cds
Small ruminant lentivirus strain FESC-752, complete genome 93 HM210570.1
Caprine arthritis encephalitis virus isolate BR/UFMG/PL2 capsid
protein p25 (gag) gene, partial cds

92 AY10134/7.1

Figura 9. Cuadro que muestra la similitud de secuencias disponibles en el GenBank
(pertenecientes al subtipo B1, circulante en México) con el producto secuenciado.
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7.1.2 Clonacion de la proteina p25

Una vez obtenido el producto de 667 pb correspondiente al marco de lectura abierto que
codifica para la proteina p25-capside, éste se insertd en el sitio de clonacion del vector
Champion™ pET-SUMO y posteriormente, se realizo la transformacion de las células

E.coli, de las cuales se obtuvo el ADN plasmidico (Figura 10).

8000 pb

2000 pb

Figura 10. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se observa el ADN

plasmidico de células E. coli transformadas. Carril 1 y 2: ADN plasmidico obtenido a partir

de colonias transformadas; MM= Marcador de pares de bases DNA Axygen 1 Kb Ladder
Markeree.

Para identificar las colonias bacterianas portadoras del plasmido con el inserto, se realizé
una PCR utilizando los iniciadores disefiados (Figura 11). Asimismo, para corroborar la
presencia del inserto, se realizd una segunda PCR con los iniciadores incluidos para el
plasmido (Figura 12). En dichas colonias se logré6 amplificar el fragmento de 667 pb,

correspondiente al marco de lectura que codifica a la proteina p25-capside.

€€ Axygen®, California, EUA
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700 pb -
600 pb -

Figura 11. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio donde se observa
el producto de amplificacion de 667 pb correspondiente al inserto de p25-capside.
Carril 1y 2: Producto de amplificacion de 667 pb, correspondiente al inserto de p25;
Carril 3: Control negativo de la reaccion. MM= Marcador de pares de bases
GeneRuler 50 pb DNA Ladder.

700 pb
600 pb

Figura 12. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio donde se muestran diferentes
productos de amplificacién correspondientes al inserto de p25-capside. Carril 1: producto de
amplificacion de 772 pb correspondiente al inserto de p25 (usando Fw-pET y Gag-p25-2); Carril 2-3:
productos de amplificacion de 798 pb (usando Gag-p25-1 y Rv-pET) correspondientes al inserto de
p25; Carril 4: producto de amplificacion de 750 pb correspondiente al control de reaccion
pETSUMO®; Carril 5y 6: producto de amplificacion de 667 pb (usando Gag-p25-1 y Gag-p25-2)
correspondiente al inserto de p25;. Carril 7: control negativo de la reaccion; MM= Marcador de pares
de bases GeneRuler 50 pb DNA Ladder.
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Para comprobar que la secuencia en el ADN plasmidico extraido corresponde a p25-
capside, se llevé a cabo su purificacion y secuenciacion. El analisis de similitud mostré un
porcentaje de identidad del 92-94% con el gen gag, que codifica para la proteina de la

capside-p25 de LvPR (Figura 13).

Putative rved d ins have been detected, click on the image below for detailed results.

10 125 150 175 z00 225

1 25 50 75
g em, e A

Specific hits
Superfanilies Gag_p24 superfamily

%
Descripcid N° A

escripcién identidad cceso
Caprn:1e arthritis erlcephalltls virus isolate CAN 23-15CAEV, gag 94 KC241950.1
protein gene, partial cds
Caprn:1e arthritis erlcephalltls virus isolate CAN 23-2CAEV, gag 93 KC241948.1
protein gene, partial cds
Small ruminant lentivirus strain 19F-MG/Br gag protein gene 93 KF861559.1
Small ruminant lentivirus strain FESC-752, complete genome 92 HM210570.1
Caprine arthritis encephalitis virus, complete proviral genome 92 M33677.1

Figura 13. Cuadro que muestra la similitud de secuencias disponibles en el GenBank comparadas
con secuencias obtenidas del ADN plasmidico de células transformadas.

Asimismo, para corroborar que el marco de lectura era adecuado para ser expresado en
E. coli y que la traduccién de la proteina seria correcta, a partir de la secuencia de
nucleodtidos obtenida se determind el marco de lectura y el codén de inicio (ATG) en la

secuencia generada (Figura 14).
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Figura 14. Diagrama donde se muestra el marco de lectura y el codon
de inicio en la secuencia obtenida a partir del ADN plasmidico.

7.1.3 Expresién de la proteina recombinante p25-capside

Se realizo la transformacién con el ADN plasmidico en células E.coli BL21 (DE3) con la
finalidad de expresar la p25-capside. Se determind la sobreexpresion de las proteinas a
las 2 horas y fueron separadas por electroforesis (Figura 15). Un gel se tifid con azul de
Coomassie y otro se utilizé para transferir las proteinas a una membrana de PVDF (Figura

16).
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Figura 15. Gel de poliacrilamida al 12% tefiido con azul de Coomassie (SDS-PAGE) con
extractos protéicos de E.coli transformadas. Carril 1: extracto sin inducir; Carril 2: extracto
inducido con IPTG, fase 1 hora; Carril 3: extracto inducido con IPTG, fase 2 horas; Carril 4:

extracto inducido con IPTG, fase 3 horas. Las flechas muestran la expresion de una banda de
38 KDa aproximadamente, correspondiente a la proteina p25-capside. M: Marcador de peso
molecular pretefido.

Figura 16. Membrana de PVDF tefiida con rojo de Ponceau para visualizar las
proteinas transferidas. Carril 1 al 4: proteinas extraidas de E.coli
trasnformadas. M: Marcador de peso molecular pretefiido.
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Una vez realizada la transferencia se llevé a cabo la inmunodeteccion de las proteinas
extraidas, con suero de cabra positivo a LYvPR como anticuerpo primario. Las proteinas
extraidas del cultivo sin inducir, fueron utilizadas como control en la

electroinmunodeteccion (Figura 17).

Figura 17. A) Fotografia de una pelicula radiografica después de revelar, donde se muestra la
inmunodeteccion de la proteina recombinante p25-capside, a partir de proteinas extraidas del cultivo
de E.coli BL21 (DE3). B) Fotografia de una membrana de PVDF después de revelar. Carril 1 al 3:
inmunodeteccion a partir de extractos protéicos de E. coli BL21 (DE3) inducidos con IPTG. Carril 4:
inmunodeteccion a partir de extractos protéicos de E.coli BL21 (DE3) sin inducir. M: Marcador de peso
molecular pretefido.

Las flechas muestran la deteccidn de una banda de 38 KDa y 32 KDa aproximadamente, las cuales

corresponden a la proteina recombinante p25-capside.

Para corroborar que las bandas de 38 y 32 KDa, observadas en el Western blot
corresponden a la proteina recombinante p25-capside de LvPR, estas fueron purificadas
utilizando columnas comerciales. Las proteinas purificadas fueron visualizadas mediante
en un gel de poliacrilamida (Figura 18) y fueron secuenciadas mediante cromatografia

liquida acoplada a espectrémetros de masas (LC-MS/MS).
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Figura 18. Gel de poliacrilamida al 12% tefiido con azul de Coomassie (SDS-PAGE), con extractos
protéicos de E.coli BL21 (DE3) transformadas. Carril 1 y 2: proteinas extraidas a las 2 horas post-
induccion con IPTG, después de la purificacion. Carril 3 y 4: proteinas extraidas a las 2 horas sin

inducir y sin purificar. Las flechas muestran la expresion de una banda de 38 y 32 KDa,
correspondientes a la p25. M: Marcador de peso molecular preteiido.

Finalmente, las secuencias recibidas fueron analizadas y se demostré que las dos bandas

obtenidas (38 y 32 kDa), corresponden a la proteina p25-capside de LvPR (Figura 19).

Figura 19. Diagrama donde se muestra algunas de las secuencias obtenidas en la cromatografia
para las proteinas de 38 y 32 KDa, asi como el porcentaje de homologia de las mismas con
secuencias previamente reportadas.
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La homologia de las secuencias, fue comprobada por medio de BLAST del UniProt y

NCBI (Figura 20 y 21).

L % 5
Descripcion |dentidad N° Acceso
Capsid protein p25 [caprine arthritis encephalitis virus] 100 Q7Z5W6
25 kDa major core protein [visna/maedi virus] 100 Q4G5X6
25 kDa major core protein [visna/maedi virus] 100 Q4G5X8
CA p25 [caprine arthritis encephalitis virus] 100 036983
Capsid protein p25 [caprine arthritis encephalitis virus] 100 Q8Q2HO0
P25 capsid protein [caprine arthritis encephalitis virus] 100 Q108K1

Figura 20. Cuadro que muestra la similitud de secuencias disponibles en el GenBank con la
secuencia de la proteina recombinante de 38 KDa, utilizando BLAST de UniProt.

R % °
Descripcion |dentidad N° Acceso
gag protein [small ruminant lentivirus] 100 AJF45396.1
Capsid protein p28 [caprine arthritis encephalitis virus] 96 ABY79131.1
Capsid protein p28 [caprine arthritis encephalitis virus] 96 ABY79128.1
Capsid protein p28 [caprine arthritis encephalitis virus] 96 ABY79129.1
gag polyprotein [small ruminant lentivirus] 96 ACN71176.1

Figura 21. Cuadro que muestra la similitud de secuencias disponibles en el GenBank con la
secuencia de la proteina recombinante de 32 KDa, utilizando BLAST de NCBI.

f http://www.uniprot.org/
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8. DISCUSION

Diversos trabajos han demostrado que los determinantes antigénicos especificos para
cepas de LVPR, no sélo se localizan en las proteinas codificadas por el gen env (region
altamente variable), sino también en epitopos inmunodominantes de las proteinas del gen

gag [2, 49, 114]_

En algunos estudios se ha reportado que las proteinas codificadas por gen gag juegan un
papel importante como antigenos inmunodominantes en las infecciones por LvPR, siendo

la mas importante, la proteina de la capside (CA-p25) [47:49. 104,115,116, 117, 118]

En Canada, realizaron un mapeo parcial de epitopos inmunodominantes en cepas
circulantes de LVPR, mostrando que al menos dos determinantes antigénicos, localizados
en la region N-terminal de la proteina de CA y un tercer epitopo en la regién C-terminal de
la misma proteina, eran importantes para preservar la antigenicidad de las reacciones
cruzadas. El estudio identificé que las cepas de ovinos mantienen conservado el tercer
epitopo de su regién C-terminal en la secuencia de CA, mientras que en caprinos la
region que se mantiene conservada se encuentra en la porcion N-terminal de la misma
proteina ¥, De igual forma, otros trabajos remarcan la importancia de estos epitopos
conservados para preservar el espectro de reacciones cruzadas en el empleo de pruebas

serolégicas como métodos de deteccion de la infeccion por LvPR 19 114,115, 116],

En diversos trabajos han utilizado estas proteinas recombinantes y/o secuencias de
epitopos inmunodominantes, para la identificacion de LvPRs en pruebas seroldgicas, las
cuales han demostrado ser una herramienta de bajo costo y altamente efectiva,
mejorando asi, la sensibilidad en el diagndstico y permitiendo una eficiente deteccion de
la infeccién en una determinada poblacion animal ['% 117 1191 | 5 obtencién de estas

proteinas recombinantes mediante la técnica de clonacion de genes en el sistema
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Escherichia coli, ha permitido la produccién en grandes cantidades de antigenos capaces
de interactuar con anticuerpos especificos de los sueros animales de animales infectados

por LvPR 11041171,

La proteina de la capside ha sido utilizada en diversos trabajos como antigeno
recombinante para pruebas serolégicas, ya que representa una regién altamente
conservada del genoma que mantiene sus propiedades inmunogénicas; siendo el primer
antigeno (dentro de las proteinas codificadas por el gen gag) en ser reconocido por la
respuesta inmune humoral de ovinos y caprinos infectados con LvPR (entre 21-49 dias) y

permaneciendo detectable por periodos prolongados (hasta 100 dias) 9 6% 114, 115, 116, 118,

119]

A través de pruebas ELISA se han logrado evaluar sueros provenientes de animales
infectados natural y experimentalmente, usando como antigeno la proteina recombinante
p25-capside obtenida a partir de cepas pertenecientes a los subtipos A y B de LvPR. En
un estudio se utilizé ésta proteina recombinante (obtenida del subtipo A) para identificar
animales infectados y se encontré una sensibilidad y especificidad de 99% y 85%,
respectivamente % 120 Mientras que, para el subtipo B, se obtuvo una sensibilidad de
86% y una especificidad de 98% % 12!, No obstante, resultados obtenidos en diversos
estudios, han demostrado que el uso combinado de la proteina recombinante p25-capside
y gp46-TM en pruebas tipo ELISA, brindan una sensibilidad y especificidad entre el 100%
y 98%, respectivamente; valores superiores a los obtenidos utilizando las proteinas

recombinantes de manera individual 98 99 114, 115]

Si bien, el diagndstico serolégico es el método mas usado para la deteccion de
anticuerpos contra los LvPR; actualmente no existen pruebas serolégicas disefiadas en el

pais, para realizar monitoreos constantes de la respuesta humoral hacia estos virus; por lo
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gue se vuelve necesario evaluar alternativas de diagndstico locales. Es por ello que en el
presente trabajo, la obtencion de la proteina recombinante p25-CA, a partir de una cabra
infectada con un LvPR circulante en rebafos de la regién centro del pais, podria brindar la
pauta para la elaboracion y estandarizacion de pruebas seroldgicas utilizando subtipos
virales circulantes en caprinos del pais y/o en cada regién del mismo, asegurando una

buena sensibilidad en los resultados de las pruebas diagnésticas.

La proteina recombinante p25-CA tuvo una alta similitud con otros LvPRs del genotipo B1
(circulante en Meéxico) descritos en las bases de datos, Shanxi (China, GU120138.1),
Gansu (China, AY900630.1), CAEV-CO (EUA, M33677.1) y la cepa reportada en México,

FESC-752 (México, HM210570.1).

Para la expresion de la proteina recombinante p25-CA se utilizaron células BL21 (DE3),
las cuales contienen el lisogen DE3, el cual favorece la senalizacion para el inicio de la
transcipcion y traduccion, mediante la induccion de IPTG "2 Asimismo, se utilizé un
vector con un promotor de expresion fuerte acoplado a la proteina de fusién SUMO (small
ubiquitin-like modifier) con marcaje de seis histidinas (6xHis) en la regiéon N-terminal, lo

cual permite la expresion, purificacion y generacion de proteinas nativas en E. coli ['%],

La proteina obtenida mediante E. coli fue purificada a través de columnas comerciales y
empleada en la inmunodeteccion, para evaluar sus propiedades inmunogénicas y
determinar si los anticuerpos provenientes de animales infectados por LvPR eran capaces

de reconocerla.

La purificacion de la proteina se realizé mediante el uso de polihistidinas en una resina de
niquel, éstas se caracterizan por tener pobres propiedades inmunogénicas, lo que
favorece la inmunodeteccion de la proteina recombinante '?2. Las proteinas de fusion

marcadas con glutation-S-transferasa (GST), son ampliamente usadas en los sistemas de

55



recombinacion para la purificacion de proteinas recombinantes ' 171 Sin embargo, en
algunos animales se pueden presentar reacciones cruzadas con la GST; de manera que
los sueros deben ser evaluados, no s6lo contra el antigeno recombinante si no también

contra la GST "2,

La proteina recombinante producida fue visualizada en un gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), en el cual se observé una banda de 38 KDa, este aumento en el peso molecular
(la proteina p25-CA tiene un peso molecular de 25 kDa) esta relacionado con la adicion
de la proteina de fusién SUMO vy la presencia de histidinas en la regién N-terminal de la
proteina recombinante, aumentando hasta 13 KDa. Este resultado fue similar a la banda
encontrada en el Western Blot. No obstante, aunado a esta banda, se obtuvo otra de 32
KDa. Los analisis para la caracterizacion de estas proteinas mediante LC-MS/MS,
identifican a las dos bandas como proteinas de gag-p25. Esto podria deberse a la
traducciéon de otra metionina (ATG) en la proteina, cambiando con ello el inicio de la
proteina recombinante y por consecuencia el tamafio de la misma ['?4, Adicionalmente
puede suceder un proceso de dimerizacion en el gel de poliacrilamida, lo que ocasiona

una migracion erratica de la proteina [,

En algunos experimentos con SDS-PAGE, se han identificado procesos de dimerizacién o
incluso oligomerizacién de algunas proteinas (GpA, MS1, etc), lo cual se visualiza en la
presencia de dos o mas bandas. Este efecto podria ser causado por la poca interaccién
entre el péptido y el detergente, ocasionando diferencias en la movilidad electroforética, lo

cual se observa en la migracion de bandas con diferente peso molecular "2,

Oftra posibilidad que podria explicar la diferencia de peso entre estas bandas, puede
relacionarse con alguna alteracion post traduccional de la proteina por parte de la

bacteria. Las alteraciones post traduccionales pueden representar una estrategia
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importante para modular la funcién y la vida media de estas proteinas. Sin embargo, se ha
reportado que la cepa de E. coli BL21 (DE3) carece de dos proteasas relevantes en estos
procesos, Lon y OmpT ['%6. 1271 No obstante, no podria descartarse otra proteasa de la

bacteria, que interfiera en la obtencion intacta de la proteina recombinante.

Finalmente, el analisis del Western blot revela el reconocimiento por anticuerpos contra la
proteina recombinante p25-CA, indicando que esta proteina mantiene sus epitopos
inmunodominantes y es capaz de ser reconocida por los anticuerpos de dos animales

infectados.

En diversas ocasiones, el suero de los animales puede tener altos niveles de anticuerpos
dirigidos a antigenos bacterianos (como Escherichia coli), presentando resultados falsos
positivos en algunas pruebas serolégicas. Esta situacién, fue eliminada mediante la

adsorcion del suero "3,

Ademas de la proteina viral p25-CA, es recomendable incluir en las pruebas serolédgicas
las proteinas p17 y p14 (p17-MA/p14-NC) del gen gag, las cuales también presentan
epitopos inmunodominantes, lo cual mejora la eficacia en el diagndstico. Las proteinas
codificadas por el gen gag han sido usadas en el diagndstico temprano para la deteccion
de anticuerpos durante varios afos, sin embargo, han emergido nuevos genotipos, lo que
conlleva a desarrollar nuevas técnicas de ELISA que utilizan proteinas derivadas de los
genes gag y env de por lo menos tres genotipos diferentes (A, B y E) 3 0. 721 Asimismo,
la adicion de péptidos sintéticos en el ELISA también han sido de utilidad en el
diagnoéstico de LvPR; péptidos basados en la secuencia de aminoacidos de la region
variable de la proteina SU (SU V5) han demostrado tener una alta sensibilidad,
convirtiéndose en pruebas confiables para la deteccion y control de la infeccién, tal como

sucedid en la campafia de erradicacion de Suiza en 1980, donde se disminuyd la

57



seroprevalencia de un 80% al 1%, la cual actualmente se mantiene. De igual manera, un
estudio reveld que 8,000 sueros negativos, obtenidos de cabras pertenecientes a una
granja libre de LvPR, al realizar el ELISA con péptidos derivados de la region SUV5, mas
del 10% de los animales resultaron seropositivos [?. Estos hallazgos, han brindado la
pauta para la elaboracién de pruebas serolégicas mas especificas para la deteccion de

LVPR [11, 114]_

Hasta ahora, no existe ninguna técnica que pueda ser propuesta como una “prueba de
oro” para determinar el estatus de la infeccion en un animal o poblacion ¥ "9 | os
métodos de ELISA competitivos comerciales para ovinos y caprinos (ELISAc de VMRD),
utilizan anticuerpos monoclonales contra los epitopos de la proteina viral de envoltura
gp135 (SU-gp135) 43 %81 Actualmente, se han estandarizado diferentes ELISAs indirectos,
usando virus completo como antigeno (AG-CHEKIT) o proteinas recombinantes mas
algunos péptidos como la proteina p25-CA y el péptido TM (gp46-TM del genotipo A),
utilizados en la prueba comercial Elitest-MVV (HYPHEN Biomed, Neuville-sur-Oise,
France) y Pourquier (ELISA Maedi-Visna/CAEV serum verification Institut Pourquier,
Montpellier, France) 3 % 128 Sin embargo, en algunos casos, productos antigénicos de
una sola cepa no logran cubrir por completo el espectro antigénico de los LvPR, haciendo
la deteccidn de la infeccidn poco eficiente. Es por ello que la informacién actualizada de
los subtipos virales circulantes en cada pais y/o region es de crucial importancia para

asegurar los resultados de las pruebas diagndsticas 191,
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9. CONCLUSIONES

Se amplificé y secuencié un fragmento del gen gag correspondiente a la proteina p25-CA,
de una cepa de LvPR circulante en un hato caprino del centro de México. La cual se clond
en el sistema de Escherichia coli para la expresion de dicha proteina. El sistema de
Escherichia coli fue capaz de permitir la expresion de la proteina recombinante p25-CA de

LvPR.

Con la técnica de Western Blot, se detectdé la inmunoreactividad de la proteina
recombinante p25 local, con lo que se podria afirmar que dicha proteina mantiene

epitopos inmunodominantes.
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