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RESUMEN

La biotecnologia en la actualidad tiene diversas aplicaciones a traves de la manipulacion
genética, las cuales, han permitido el desarrollo de diversos procesos para la produccion de
proteinas recombinantes que han sido de gran ayuda para establecer pruebas de diagnostico
confiables y vacunas efectivas. La enfermedad de ojo azul (EOA) es provocada por la
infeccion viral del Orthorubulavirus porcino (PRV) en cerdos de todas las edades,
afectando unicamente la region del bajio de la Republica Mexicana. La complejidad del
genoma del PRV ha permitido que se generen infecciones persistentes, que da como
consecuencia un diagnostico poco acertado y procesos de vacunacion deficientes, por lo
que representa un grave riesgo para la porcicultura nacional debido a la posible
propagacion del PRV en regiones libres de la enfermedad. En consecuencia, para México
cobra vital importancia el desarrollo de sistemas de diagndstico y/o vacunas a partir de
proteinas recombinantes del PRV es inminente para lograr tener las herramientas que
otorguen el control de la EOA. En el presente trabajo se lograron producir de manera
recombinante en el sistema de Escherichia coli las proteinas estructurales NP, M y HN del
PRV, demostrando mediante Western Blot que los cerdos comienzan a producir anticuerpos
contra la proteina NP y M desde el quinto dia post infeccion (PI). La proteina HN fue
utilizada para realizar ensayos en la optimizacion de medio de cultivo para la disminucion
de costos de produccion, adaptando la utilizacion de medio minimo mineral M9 y
utilizando lactosa como inductor, comparando el crecimiento con medio Luria Bertnani
(LB) e isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) como inductor, dando como resultado
una fase exponencial y de crecimiento muy similar en ambos cultivos, por otro lado, en el
proceso de induccién con lactosa se logré observar una sobreproduccion a partir de la
primera hora, en comparacion con medio LB, sin embargo, es un proceso que requiere mas
tiempo de induccion para lograr resultados similares a IPTG, que se compensa por la
considerable reduccién de costos. Permitiendo de esta forma establecer el bioproceso de
crecimiento en induccion a bajo costo en un biorreactor de cinco litros mostrando un
crecimiento similar a los resultados obtenidos en matraz. En otra etapa del presente estudio
con el objeto de potencializar la respuesta inmune cuando se utiliza proteinas recombinante
como antigenos se logro el desarrollo de nanoparticulas, formuladas con acido glicirricinico
(saponina), cuyas caracteristicas morfoldgicas determinadas por microscopia electronica de
transmision (MET), indicaron similitudes estructurales a los complejos inmunoestimulantes
(ISCOMs, adyuvantes comerciales), donde la base para formulacion es la saponina Quillaja
saponaria, las observaciones realizadas a las nanoparticulas con base en &cido glicirricinico
mostraron estructuras similares a liposomas. Las nanoparticuas de ambas saponinas,
presentaron un tamafio menor a 100 nm de diametro que pueden garantizar una
biodisponibilidad en el organismo maés eficiente que particulas de mayor tamario.

Palabras clave: Orthorubulavirus porcino, proteinas recombinantes, nanoparticulas,
biorreactor



ABSTRACT

Biotechnology currently has various applications through genetic manipulation, which have
allowed the development of various processes for the production of recombinant proteins
that have been of great help in establishing reliable diagnostic tests and effective vaccines.
Blue eye disease (BED) is caused by porcine Orthorubulavirus (PRV) viral infection in pigs
of all ages, arising only in the Bajio region of the Mexican Republic. The complexity of the
PRV genome has allowed persistent infections to be generated, which results in poor
diagnosis and poor vaccination processes, thus representing a serious risk for the national
pig industry due to the possible spread of PRV in regions free of disease. In the present
work, the structural proteins NP, M and HN of PRV were produced recombinantly in the
Escherichia coli system, demonstrating by means of Western Blot that pigs begin to
produce experiments against the NP and M protein from the fifth day post infection. (PI).
The HN protein was used to carry out tests to reduce production costs, by using minimal
mineral medium M9 and using lactose as inducer, comparing growth with Luria Bertnani
(LB) medium and isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as an inducer, resulting in
an exponential phase with very similar growth in both cultures, on the other hand, in the
induction process with lactose it was possible to observe an overproduction from the first
hour, compared to LB medium, it is a process that requires more induction time to achieve
results similar to IPTG, which is compensated by the considerable cost reduction.
Therefore, this low-cost induction growth process is scaled up in a five-liter bioreactor,
showing growth similar to the results obtained in a flask. In another stage of the present
study, the development of nanoparticles was achieved, whose morphological characteristics
determined by transmission electron microscopy (TEM), indicated structural similarities to
immunostimulant complexes (ISCOM), where the base for formulation was the Quillaja
saponaria saponin, while for glycyrrhizinic acid, structures similar to liposomes will be
acquired, with both saponins, the particles were less than 100 nm in diameter, which can
guarantee a more efficient bioavailability in the organism than larger particles.

Key words: Porcine orthorubulavirus, recombinant proteins, nanoparticles, bioreactor



1. INTRODUCCION

En la actualidad, la biologia molecular ha permitido el desarrollo de diversos campos de la
ciencia, que ha dado oportunidad a un gran nimero de aplicaciones biotecnoldgicas en
diversos sectores industriales con un crecimiento del 1.5% del 2015 al 2020 (Martin et al
2021). La biotecnologia se puede definir como la aplicacion técnica de diversos sistemas
bioldgicos para la produccion de sustancias que se encuentran en la naturaleza, esto implica
el uso de organismos vivos que a través de la manipulacion genética, llevan a cabo procesos
definidos por el ser humano. Estos avances cientificos han permitido producir proteinas
humanas como la insulina y hormona del crecimiento, asi como, proteinas para vacunas
contra hepatitis B y antigenos suficientes para pruebas de diagnostico de VIH (Soetan et al,
2008). En el caso de la medicina veterinaria, una parte fundamental de la produccion radica
en el control de enfermedades mediante el uso de pruebas de diagndstico e inmunizacién
con organismos atenuados y/o inactivados que se formulan generalmente con un adyuvante,
que en muchos casos, presentan una variacion de efectividad, por lo que el uso de la
biotecnologia se encamina para la produccion de antigenos recombinantes, utilizados en
sistemas diagndsticos y vacunas que junto con adyuvantes adecuados puedan ser

especificas y seguras para su aplicacion (Jorge y Dellagostin, 2017).

El cerdo (Sus scrofa) es una especie de gran importancia para la industria pecuaria, 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. Su carne es la mas consumida a nivel mundial y su
produccion duplica la del ganado bovino. Segun la FAO, se estima que hay cerca de 100
millones de cabezas de cerdo, siendo China, Estados Unidos y Brasil los paises con mayor
inventario y la carne de cerdo, la segunda en ser consumida a nivel mundial con 12.3 Kg.
En Meéxico, actualmente los estados con mayor poblacion porcina son Jalisco (20%),
Sonora (11%), Puebla (10%) y Veracruz (10%), mientras que en el estado de Michoacéan se
concentra solo el 5% (Bobadilla et al.., 2010; Flores, 1993; Koeslag, 2006, Rivera-Benitez
et al 2021, SIAP 2022).

La porcicultura nacional se ve afectada por diversas enfermedades que causan grandes
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pérdidas economicas relacionadas con la mortalidad y el retraso en el crecimiento de los
animales, entre las mas importantes se encuentran el sindrome respiratorio y reproductivo
porcino, diarreas por coronavirus, complejo respiratorio porcino, sindrome multisistémico
de adelgazamiento posdestete, influenza porcina y la enfermedad de ojo azul (EOA), la
cual, sélo ha sido reportada en México y es causada por un paramixovirus, anteriormente
denominado Rubulavirus porcino y a partir del 2019 Orthorubulavirus porcino (PRV)
(Rima et al, 2019; Rivera-Benitez et al 2021r). Desde la aparicion de la EOA (1981), 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-Girén et
al., 2002). A partir de que se identificd el agente etioldgico de la EOA, se ha logrado un
avance importante en el conocimiento de las caracteristicas moleculares del virus y sus
propiedades patoldgicas, bioldgicas e inmunoldgicas de la enfermedad. Los paramixovirus
son causantes de diversas enfermedades zoonoticas y emergentes, siendo los murciélagos
los hospederos naturales (Gibson et al, 2021). Se han identificado paramixovirus porcinos
estrechamente relacionados en otros paises como Australia, Canada, Japén e lIsrael
(CFSPH, 2006). (Hernandez et al., 2004).

1.1 Antecedentes de la EOA

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 incoordinacién,
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 circulante en la
Republica Mexicana. Seis afios después del primer brote en México, esta enfermedad se
diseminé a otros estados de la Republica Mexicana y para 1988 se demostrd que la EOA
era causada por un paramaixovirus, el cual producia afecciones neuroldgicas en lechones
menores de 21 dias y en cerdas gestantes se presentaban trastornos reproductivos
(Stephano et al., 1981; 1988; Rosales et al., 1988).

Estudios serologicos 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,
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Sonora, Tlaxcala, Tabasco y Zacatecas presentaron anticuerpos positivos a anticuerpos
contra el PRV. 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 (Carredn y Fuentes 1991; Fuentes et al., 1992; Correa et
al., 1997). Para el afio de 1999 y el 2000 se demostré mediante pruebas seroldgicas que el
virus causante de la EOA, se encontraba presente en areas con una alta poblacién porcina,
como lo son el estado de Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Tlaxcala, Estado de México,
Hidalgo y Quereétaro (Morilla et al..,, 2002). En el afio 2011, Escobar-Lépez vy
colaboradores reportaron una seroprevalencia del PRV 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 pardmetros reproductivos y la mortalidad
asociada con los brotes en las granjas afectadas, es causa de importantes pérdidas
econdémicas (Correa-Giron et al., 2002; Stephano, 2002), las cuales después de una
infeccion por el PRV, se encuentran relacionadas con baja fertilidad, aumento de hasta un
19% de lechones nacidos muertos, aumento de hasta el 30% en el nimero de momias y se
reduce el nimero de lechones nacidos vivos en promedio a -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 PRV fue caracterizado por Moreno-L6pez vy
colaboradores en 1986, y se denominé virus de la Piedad Michoacan (LPMV) y desde su
aparicion solo ha permanecido en el centro de la Republica Mexicana, provocando signos
nervios, respiratorios y reproductivos en animales de diferentes edades, generando asi,
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
qgue afecta notablemente la produccion y comercializacion de la industria porcicola

mexicana (APHIS, 2007). Hasta la fecha, en México no existe programa o norma oficial
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para controlar o erradicar esta enfermedad.

1.2 Cuadro clinico de la enfermedad

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 neuroldgica 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
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 méas de 30 dias de vida
mostraban signos moderados y transitorios que podian incluir anorexia, fiebre, tos,
estornudos y, ocasionalmente, opacidad corneal. Los signos neurolégicos 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 observé encefalomielitis no supurativa, neumonia intersticial y
uveitis anterior con edema corneal. En las cerdas adultas se presenté una disminucién en la
tasa de concepcidn debida al retorno al estro, abortos, muerte fetal, aumento de mortinatos

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

Ramirez-Mendoza (1997) realiz6 una infeccion experimental en verracos y demostrd que
las lesiones ocasionadas por el PRV resultan en una inflamacion en la cabeza del epididimo
a los 15 dias post infeccion (DPI), reduccion en la concentracién 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 cronica se genera degeneracion de tdbulos

seminiferos con infiltracion linfocitaria (30 DPI) y atrofia testicular.
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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 PRV puede estar asociado a las mutaciones
observadas en el gen HN del PRV en las variantes PAC6-PAC9 (Sanchez—Betancourt et
al., 2008).

Para el 2004, Hernandez-Jadregui realizd estudios en cerdas de 6 a 10 semanas de
gestacion, en donde nueve cerdas fueron inoculadas con la cepa PAC 3 del PRV. Las
lesiones encontradas correspondian a congestion y hemorragia en placenta y endometrio. El
PRV fue aislado de pulmones, tonsilas, ovarios, placenta, utero y nodos linfoides de las

cerdas, y de los fetos se logro 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 PRV, en donde la excrecion vial se detect6 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 pulmén y correspondian a una

neumonia intersticial e hiperplasia asociada a tejido linfoide.

1.3 Agente etioldgico

El agente causal de la EOA se denominé Rubulavirus porcino hasta el 2019, posteriormente
de acuerdo al ultimo reporte del ICTV se modificé la clasificacion taxondmica del virus,
registrado en el orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia
Rubulavirinae, género Orthorubulavirus, especie Orthorubulavirus porcino (Rima et al.,
1995; Rima et al, 2019). Es un virus ARN, envuelto, en sentido negativo de una hebra no
segmentada, formada por 15180 pares de bases, que actian 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)

(figura 1), cuyas caracteristicas moleculares se muestran en el cuadro 1.
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Figura 1. Esquema del Orthorubulavirus porcino (A) y organizacion genética (B). (Modificado de
Cuevas et al, 2015).

Cuadro 1. Caracteristicas moleculares de los genes del PRV y sus productos (Santos-Lopez et al.,
2004; Wang et al., 2007).

Peso molecular (kDa) Longitud (nt) Tamaiio (aa)
NP 68 1785 545
P 52 1372 404
M 40 1340 369
F F, 59 1838 541
F, 12
HN 66 1862 576
L 200 6786 2251

De las proteinas estructurales, tres se encuentra asociadas a la nucleocapside: la
nucleoproteina (NP), la fosfoproteina (P) y la proteina de alto peso molecular (L) y tres
asociadas a membrana del PRV: proteina de matriz (M), la hemoaglutinina-neuraminidasa
(HN) y la proteina de fusion (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, | y C.
Datos experimentales indican que los péptidos V y C se encuentran involucrados en la
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regulacion de la replicacion y la transcripcion viral, ademas, se relacionan con la actividad
inhibitoria sobre el complejo polimerasa viral y en la inhibicién de las cascadas de
activacion del interferon en la célula hospedera como respuesta a la infeccion. La funcion
de la proteina I aun es desconocida (Hernandez et al, 2004). La proteina V, de 249
aminoéacidos, es codificada por una copia exacta del gen P. La adicién de dos guaninas no
codificadas, entre las posiciones 586 a 591 de la secuencia genémica, permite que el marco
de lectura se alargue para dar lugar a la expresion de la proteina P, de 404 aminodcidos. El
marco de lectura que da origen a la proteina | se forma de manera similar al de la proteina
P, sélo 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 pequefio contenido dentro de los tres anteriores. (Berg et al., 1992).

La nucleoproteina tiene un peso molecular de 68 kDa y estd constituida por 545
aminoacidos. Forma parte integral de la nucleocépside y se encuentra asociada al genoma
del PRV. Tiene la capacidad de no desprenderse durante los procesos de replicacion y
transcripcion y cada molécula de la NP se encuentra unida a seis nucledtidos y su afinidad
es tan alta que impide gque 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-L6pez et 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 PRV y tiene una actividad catalitica en
la sintesis de ARN gendmico y ARNm, ademas de que la proteina L del PRV y otros
paramixovirus tienen una gran similitud con el virus de la estomatitis vesicular, lo que
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 Fg) tiene un sitio de escision
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His-Arg-Lys-Lys-Arg, el cual es cortado por una proteasa, dando origen a los polipéptidos
F1y Fy, el extremo N-terminal de la subunidad F; esta 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 fusién 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 siélico en la superficie
de eritrocitos de cerdo, carnero, bovino, cuyo, canino, conejo, raton, rata, hamster y
humano tipo A, B y O (Moreno-Lépez 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
aminoéacidos no polares, 13.3% de aminoacidos polares sin carga y 13.6% de aminoacidos
polares con carga y esta organizada en una region intracelular (aminoéacido 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 &cido N-acetil
neuraminico unidos por enlace glicosidico alfa 2-3 a galactosa (NeuAca2-3Gal), 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 patologicas del PRV 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 NeuAca2-3Gal, sin embargo, la maduracion del
sistema nervioso central de los lechones incluye cambios drasticos en la expresion del acido
sidlico, dando como consecuencia la disminucion de los receptores NeuAca2-3Gal y el

aumento del isomero NeuAca2-6Gal (Vallejo et al., 2000).

Un estudio in silico demostrd que los epitopos ATRSETDYY y AAYTTTTCF de la
proteina HN podrian ser importantes para neutralizar la infeccion viral, ya que son

reconocidos como determinantes antigénicos para las células B (Siafiez-Estrada et al.
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2020). Ademas, ya se ha informado in vitro que estos epitopos son reconocidos por

anticuerpos generados durante la infeccion por PRV (Zenteno et al. (2007).

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 perpetuacién
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 PRV puede
mantener una infeccidén 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 PRV 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 infeccion 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 PRV

Desde que el PRV-LPMV fue aislado por primera vez en 1984, se ha encontrado una
variabilidad del gen hemaglutinina-neuraminidasa respecto a diferentes aislamientos del
PRV obtenidos desde 1990 y hasta el 2003 (cuadro 2). 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 91
secuencias diferentes del gen HN del PRV, respecto al primer virus aislado en La Piedad
Michoacan (Moreno-Lopez et al, 1986; Sanchez-Betancourt et al., 2008) (figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético del PRV basado en el gen de la HN, realizado mediante el método de
méaxima verosimilitud y el modelo del pardmetro Kimura-2 con 1000 repeticiones.

De estas 91 secuencias, 45 corresponden al gen HN mediante el cual, con la realizacién de
analisis filogenéticos y signos clinicos, se han dividido en tres genogrupos, los cuales se
han asociado con las diferentes presentaciones clinicas; neurolégicas, respiratorias y
reproductivas; de la enfermedad de ojo azul. El primer genogrupo estd asociado con
trastornos neuroldgicos en lechones provocados por la cepa LPMV, PAC1l y PAC 4,
caracterizada por presentar trastornos respiratorios en cerdos en crecimiento. EIl segundo
genogrupo incluye a la PAC 2 y PAC 3, relacionadas con fallas reproductivas en 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 neuroldgicos en cerdos en
crecimiento y cerdos adultos. Sin embargo, de las cepas CI, CIl, CIl y CIV no se han
realizado estudios que permitan relacionarlas con alguna caracteristica clinica de la EOA.
Dos cepas mas fueron caracterizadas y reportadas en 2017, la cepa G2-93 de una granja de
ciclo cerrado, con problemas respiratorios y de retraso en el crecimiento en la etapa de

crecimiento y engorda, mientras que la cepa G3-147 de cerdos en crecimiento con
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problemas respiratorios (Figura 2) (Ramirez-Mendoza et al., 1997; Reyes-Leyva et al.,
2002; Rivera-Benitez et al., 2013 (c); Sanchez-Betancourt et al., 2008; Herrera et al, 2017).

Cuadro 2. Variabilidad gendmica del gen HN (Moreno-Lépez et al, 1986; Reyes-Leyva et al, 2002;
Ramirez-Mendoza et al, 1997; Paniagua-Buelnas, 2000; Sdnchez-Betancourt et al, 2008; Santos-
Lopez et al., 2015; Herrera et al, 2017).

Cepa del Afio de NUmero de acceso en  Estado donde se
PRV aislamiento el GenBank aislo la cepa
LPMV 1984 S77541 Michoacan
C-1 1991 AY463798 Jalisco
C-11 1991 AY487249 Jalisco
C-111 1999 AY487251 Michoacéan
C-1v 1999 AY487250 Michoacéan
PAC1 1990 KP229773 Michoacéan
PAC?2 1990 EF413172 Michoacéan
PAC3 1992 EF413173 Michoacéan
PAC4 1993 EF413174 Michoacéan
PACG6 2001 EF413175 Jalisco
PAC7 2002 EF413176 Jalisco
PACS 2002 EF413177 Jalisco
PAC9 2003 EF413178 Jalisco
G2-93 2013 No reportada Querétaro
G3-147 2013 No reportada Michoacén

1.5 Respuesta inmune al PRV

La respuesta humoral contra el PRV 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, NP y M, aunque se ha reportado una especificidad

e inmunodominancia de la respuesta humoral hacia la proteina HN del virus (Hernandez et
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al., 2004). Los anticuerpos contra HN son capaces de inhibir la hemoaglutinacion y

neutralizar la infeccion viral (Hernandez et al., 1998).

En la infeccion natural se han encontrado anticuerpos hasta 18 meses después de
presentarse los signos clinicos de la enfermedad (Stephano et al., 1988). Los anticuerpos
contra el PRV 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-Jadregui
et al., 1992). Ensayos in vitro muestran que los anticuerpos especificos contra el PRV 0
contra determinantes antigénicos de la proteina HN poseen actividad neutralizante (Zenteno
etal., 1998).

El primer cambio que se observa en la respuesta inmune celular después de la infeccion con
PRV es un aumento en el nimero de linfocitos T citotdxicos (CD8+). Esto ocurre durante
la primera semana, demostrando la importancia de estas células en el control de la
infeccion. Ademas de la reduccion en el namero de linfocitos CD4+ que ocurre en la
tercera semana post infeccidn. Este fendmeno 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-
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 poblacién 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 infeccidn viral fue evaluada midiendo la capacidad proliferativa de células inmunes en

respuesta al antigeno viral y a los mitdgenos concanavalina A y fitohemaglutinina. Una fase
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de inmunosupresion pasajera fue identificada en los animales infectados, representada por
indices de proliferacion muy bajos con los dos mitégenos (Hernandez et al., 1998). Esta
inmunosupresion puede ser la razdn de que se haya descrito un incremento en la
susceptibilidad a padecer infecciones secundarias en los animales infectados con PRV
(Hernéndez-Jalregui et al., 2001). El anélisis de los valores de los diferentes tipos de
leucocitos en los animales infectados mostro 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 nédulos linfaticos,
indica que el mismo sistema inmune es blanco de la infeccién viral, aunque no se presente
una notable alteraciébn en los mecanismos de respuesta como ocurre en Virus

verdaderamente inmunosupresores (Reyes-Leyva et al., 2002).

1.6 Vacunacién contra el PRV

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 protegio al 100% de los lechones desafiados provenientes de madres
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 vacunacion respectivamente
(Correa-Giron et al., 2002).

Fuentes y colaboradores (1994) elaboraron otra vacuna experimental inactivada con la cepa
POA-87, en donde se midi6 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 realizo 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 proteccién del 71.4% en los lechones de

madres vacunadas.
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1.7 Proteinas recombinantes

La produccién de proteinas recombinantes en bacterias es una tecnologia que surgié hace
cerca de 40 afios y respondié a una necesidad de proveer proteina de uso terapéutico con
abasto asegurado y calidad constante, por lo que la primera proteina aprobada para uso en
humanos fue la insulina producida en Escerichia coli. La informacion genética de la
proteina a producir usualmente se inserta en un vector o plasmido de expresion, el cual,
posteriormente se introduce a la bacteria para la produccién de proteinas heterélogas (Lara,
2011). Los recientes avances en genomica, proteomica y bioinformatica han facilitado el
uso de la tecnologia de ADN recombinante con el fin de evaluar cualquier proteina de
interés (Young, et al, 2011). Durante los ultimos afios estudios realizados por nuestro grupo
de trabajo han demostrado que la proteina recombinante HN del PRV se expresa
correctamente en la bacteria E. coli, debido a ello es viable utilizar esta proteina
recombinante, como inmundgeno para prevencion y/o control de la Enfermedad del Ojo

azul.

1.8 Caracteristicas para desarrollar la produccién de proteinas recombinantes en
biorreactor

La produccion de proteinas mediante procesos biotecnoldgicos involucra inicialmente la
clonacion de un gen especifico en el laboratorio, o la construccion de un gen sintético, con
la subsiguiente insercion en una célula llamada hospedero. La clonacion del organismo o
cultivo celular precede en general al desarrollo del proceso en escala piloto para optimizar
rendimiento y calidad, para finalmente alcanzar el proceso a escala industrial (FEUM,
2014). Los productos obtenidos a partir de la recombinacion del ADN se producen
mediante sistemas de expresién con base en organismos procariontes (bacterias) o
eucariontes (levaduras, lineas celulares de mamiferos, etc.), es por ello que el cultivo a gran
escala de microorganismos o células recombinantes pueden llevarse a cabo en
fermentadores o biorreactores comerciales, haciendo este tipo de sistemas de expresion
econdémicamente viables (FEUM, 2014). Un biorreactor también es conocido como
fermentador, el cuales es un recipiente donde se lleva a cabo el proceso de fermentacion. Su
funcion principal es mantener el medio y el microorganismo en las condiciones adecuadas

para lograr la mayor produccion de los compuestos de interés. Dentro de las caracteristicas
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deben de incluir un bajo consumo de energia, capacidad para mantener homogenizado los
microorganismos en el medio, con un minimo de variaciones durante su operacion,
adaptacion a los procesos, disefio mecénico simple, buena transferencia de energia,
controles de pH, oxigeno disuelto, temperatura, facilidad para tomar muestras, disefio para
mantener las condiciones de asepsia durante el proceso (Standbury, 2000). En los procesos
de fermentacion se puede producir biomasa de células animales, vegetales y microbianas,
para estos procesos es necesario la operacion de forma monoséptica y el proceso se realiza

en cultivo sumergido, donde existe una agitacion constante (Todaro, 2014).

Un punto fundamental durante el bioproceso de obtencion de una proteina recombinante es
el control de la calidad, debido a que gracias a ello se va a poder determinar la identidad,
consistencia, pureza y perfil de impurezas. En el caso del control de calidad de los procesos
biotecnologicos, es mas comun que se haga un analisis de los resultados analiticos del
producto final, la validacion del proceso y los resultados de los controles en proceso para
asegurar la remocién de impurezas, reales o potenciales, hasta los niveles requeridos para
garantizar su seguridad (FEUM, 2014). Para que las proteinas recombinantes expresadas en
sistemas bacterianos como E. coli sean una alternativa en la vacunacion o utilizacion como
antigenos en pruebas diagnosticas, es necesario una produccion a gran estala y a bajos
costos, en donde, el uso de sistemas de biorreactor para alcanzar altas densidades celulares
es necesaria (Lara, 2011).

Para que las proteinas recombinantes expresadas en sistemas bacterianos como E. coli sean
una alternativa en la vacunacion o utilizacion como antigenos en pruebas diagnosticas, es
necesario una produccion a gran escala y a bajos costos, en donde, el uso de sistemas de
biorreactor para alcanzar altas densidades celulares es necesaria (Lara, 2011). La linea de
biologia sintética se enfoca en la generacién de sistemas microbianos de produccion, Gnicos

para obtener productos de alto valor comercial (Cuevas-Romero et al., 2016).

1.9 Caracteristicas generales en el desarrollo de nanoparticulas

Bajo el concepto de la Nanotecnologia han sido creados diversos acarreadores como las
nanoemulsiones, liposomas, micelas, niosomas, nanoparticulas lipidicas solidas,

nanoparticulas poliméricas y acarreadores lipidicos nanoestructurados (Torchilin, 2006;
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Brewer, Zhang, Dong, Rutherford & Tian, 2007). La nanotecnologia se define como la
habilidad de trabajar a un nivel submicrénico, o molecular; con la finalidad de entender,
crear y usar materiales estructurados, dispositivos y sistemas con nuevas propiedades y

funciones resultantes de su menor tamafio (Rocco, 2003).

Las nanoparticulas constan de un tamafio menor a 1 micra. Para la fabricacion de éstas, se
han empleado polimeros naturales, sintéticos y materiales de naturaleza lipidica. Las
nanoparticulas (NPs) pueden viajar dentro del organismo a sitios especificos sin sedimentar
u ocluir la microvasculatura, pueden penetrar tumores y otros tejidos con extravasacion y

pueden ingresar a nivel celular por endocitosis.

Las nanoparticulas lipidicas son sistemas de administracion versatiles y robustos para la
induccioén de anticuerpos y respuestas de linfocitos T a antigenos de subunidades asociadas.
En los dltimos 15 afios, la tecnologia de las vacunas de nueva generacién ha madurado y
ahora varias han sido aprobadas para uso humano o han llegado a etapas finales de

evaluacion clinica (Watson et al., 2012)

Las proteinas recombinantes deben administrarse junto con adyuvantes o vehiculos para
que se inicien las respuestas inmunitarias dependientes de los linfocitos T contra los
antigenos proteinicos. En la practica clinica se emplean varios, tales como el gel de
hidréxido de aluminio y preparados lipidicos que son ingeridos por los fagocitos. La
saponina Quillaja saponaria ha sido utilizada para la formulacién de adyuvantes llamados
complejos inmunoestimulantes (ISCOM, por sus siglas en inglés), y se ha demostrado su
eficacia en comparacion con microesferas, liposomas e hidréxido de aluminio (Barr et al.,
1998; Abbas, 2008). El &cido glicirricinico es una saponina obtenida de la leguminosa
Glycirrhiza galabra, la cual, se ha utilizado como antiviral, expectorante, analgésico,
antiséptico, antialérgico, antitumoral y adyuvante, por otro lado, tiene una estructura

guimica similar a la Quillaja saponaria (Asl et al., 2008).
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2. JUSTIFICACION

El PRV es endémico de la region central de México, no se han reportado brotes de la EOA
en otros paises, debido a esto, su estudio se limita a unos pocos grupos de investigacion en
México y anteriormente a un grupo de investigacion sueco, por lo que existe un sesgo en
las aportaciones cientificas sobre el PRV en comparacién con otros agentes etioldgicos que
causan importantes pérdidas econdémicas en la industria porcina. Dentro de estos sesgos se
encuentra la investigacion en vacunas de nueva generacion a partir de proteinas
recombinantes, las cuales, son una alternativa sin riesgo sanitario de diseminacion del virus
a zonas libres de la enfermedad. Durante los ultimos afios el INIFAP, dentro de sus lineas
de investigacion ha producido de manera recombinante la proteina hemaglutinina-
neuraminidasa (HN) del PRV, debido a que es el componente mas abundante en el virus y
altamente antigénico para la respuesta inmune en animales infectados y se han realizado
ensayos piloto sobre el escalamiento de la produccién en un sistema de biorreactor en
colaboracidon con el Instituto Tecnoldgico de Celaya. Sin embargo, existen otras proteinas
del PRV capaces de producir anticuerpos como lo es la proteina M y NP, las cuales hasta el
momento no han sido producidas de manera recombinante y junto con la HN presentan un
gran potencial como inmundgenos protectores contra la EOA. Sin embargo, la produccion
de proteinas recombinantes es costosa y se llegan a obtener pocas cantidades de proteina
pura, por lo que el reto del presente trabajo es escalar mediante biorreactor la produccion a
un bajo costo, ademas de evaluar la actividad bioldgica de cada una de las proteinas
recombinantes obtenidas. Por otra parte, se sabe que las proteinas recombinantes por si
solas producen una pobre respuesta inmune y deben ser administradas junto con un
adyuvante. Para esto se plantea el desarrollo de nanoparticulas como lo son las estructuras
lipidicas coloidales, equivalentes a los ISCOMs, elaboradas con base en acido glicirricinico
y lipidos, las cuales, generarian una adecuada respuesta inmune celular y humoral en el

hospedero contra el PRV

26



3. HIPOTESIS

Si se disefia un sistema dptimo para la produccion de proteinas recombinantes dentro de un
proceso de escalamiento adecuado, entonces junto con el acoplamiento de las
nanoparticulas sintetizadas se podra tener una opcion vacunal para la enfermedad de ojo
azul.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Producir y caracterizar las proteinas recombinantes del Rubulavirus porcino y establecer
los principios para realizar el escalamiento de la produccion en biorreactor, asi como
generar nanoparticulas con base en el uso de &cido glicirricinico para su uso potencial como

complejos inmuoestimulantes de nueva generacion.

4.2 Objetivos particulares

e Producir, purificar y caracterizar las proteinas recombinantes HN, NP y M del
Rubulavirus porcino.

e Evaluar la antigenicidad de las proteinas recombinantes mediante la técnica de
Western Blot y sueros de cerdos infectados al PRV.

e Escalar la produccién de proteinas mediante un proceso de biorreactor tipo batch.

e Sintetizar nanoparticulas basadas en 4&cido glicirricinico y establecer sus

caracteristicas morfologicas mediante microscopia electrénica.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Epizootiologia del CENID Microbiologia
Animal, INIFAP, en el laboratorio de Bioguimica y Biologia Molecular de la BUAP, en
CINVESTAV Irapuato y en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la FES-

Cuautitlan.

5.1 Produccidn y caracterizacion de proteinas del Rubulavirus porcino

Se seleccionaran los marcos de lectura de los genes que codifican para las proteinas HN, M
y NP de la cepa LPMV del PRV con nimero de acceso en el GenBank NC_009640
utilizando el programa SeqBuilder de Lassergene para el analisis in silico. Posteriormente
se realizé el disefio de iniciadores para los ORFs mediante el programa Primer Select. Las
amplificaciones se realizaron mediante RT-PCR, utilizando para la RT el Kit de
transcripcion inversa RT RevertAid de (K1691) y para la PCR el Master Mix 2x (K0171)
ambos de Thermo Scientific de acuerdo al protocolo de manufactura. Posteriormente los
productos de PCR fueron visualizados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
y purificados por columnas comerciales de acuerdo al protocolo de manufactura Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega (A9281). El material purificado fue
clonado en el vector de resguardo pJET1.2/blunt, para posteriormente realizar la
transformacion de la cepa de E. coli Top 10, de acuerdo con el manual de CloneJET PCR
Cloning (Thermo Scientific, K1231), todo esto siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Se realizd la seleccién de las bacterias transformadas y la produccion de
biomasa para la extraccion del plasmido mediante las columnas comerciales Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification System de Promega (A1470). Con este plasmido se
realizara la subclonacion en el vector de expresion Champion pET SUMO de Thermo
Sientific (K30001), con el cual se transformo la cepa E.coli Top 10 y se realizaron pruebas
de PCR para verificar que el ORF se encuentre en fase. Una vez seleccionadas las colonias
con vector en fase, se procedio a la transformacion de la cepa de expresion E. coli BL21. La
cepa transformada para cada gen (HN, NP y M) se cultivé en medio LB e indujo mediante
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) siguiendo el protocolo indicado por el manual

de Champion™ pET SUMO Expression System (Thermo Scientific). La expresion de las
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proteinas recombinantes del PRV fue evidenciada mediante ensayos de SDS-PAGE y

Western Blot (Laemmli 1970) utilizando como anticuerpo primario anti-hys.

5.2 Determinacion cuerpos de inclusién en E. coli.

Después de la induccién 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 resuspendié en 5 ml de
sacarosa al 20%, se pasdé a agitacion continua (250 rpm por 10 minutos), para
posteriormente centrifugar a 8000 rpm por 20 minutos, de este proceso se deseché el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 5 ml de un buffer de tris-HCI 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 elimind y el precipitado se lavo con 5 ml de agua destilada
estéril en agitacion constante (250 rpm 10 min), se centrifugd a 8000 rpm 20 minutos, se
elimind el sobrenadante y se disolvio el pellet en 5 ml de un buffer de solubilizacion pH
7.0 (ver anexo) y se mantuvo en agitacién constante (250 rpm 24 horas). Al finalizar se

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

5.3 Purificacion de proteinas recombinantes

Se realizo la de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad con un metal
inmovilizado (IMAC por sus siglas en inglés), para lo cual, en una la columna con resina
Chelating Sepharose Fast Flow de GE Healthcare (GE17-0575-01) previamente sanitizada,
con la resina activada y equilibrada, se adiciono la proteina recombinante solubilizada.
Posterior a la adicion se realizo el lavado de la columna y por ultimo la elusion para la

obtencion del producto purificado (ver anexo) (Dunn et al., 2004).
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5.4 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 tincion 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 polimerizé se coloco el gel concentrador
y el peine para las muestras, una vez polimerizado se introdujo en la camara de
electroforesis, a la cual se le afiadio 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 realizd a 70 volts en la fraccion del gel concentrador y 150 volts para la

fraccion gel de corrida.

5.4.1 Tincion con azul de Coomassie

Al finalizar la electroforesis, el gel se tifio con azul de Coomassie (ver anexo) durante una
hora en ligera agitacion y después el gel se pasé 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).

5.4.2 Transferencia de proteinas a membrana PVDF

Posterior a la electroforesis se armd 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
la tapa negra se colocd 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 Gltimo una esponja. Se colocé en la cdmara con buffer de transferencia y
se le aplicaron 200 mA por dos horas (Towbin et. al, 1979).
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5.5 Prueba de Western blot

Para confirmar la expresion de las proteinas recombinantes del PRV, la membrana de
PVDF se bloque6 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 dejé la membrana incubando con el
anticuerpo primario anti-his conjugado con peroxidasa en una dilucion 1:5000 en TBS
durante toda la noche a 4°C, para nuevamente realizar tres lavados con solucion TBS-

Tween 0.05% y revelar mediante quimioluminiscencia (Raffo et. al., 1995).

5.6 Inmunorreactividad de las proteinas recombinantes con sueros de cerdos
experimentalmente infectados con PRV

Para determinar si nuestra proteina recombinante era reconocida por anticuerpos contra el
PRV, brevemente, la membrana de PVDF se bloqued, como se describié anteriormente, se
realizaron tres lavados con solucién TBS-Tween 0.05% y se incub6 con suero de cerdo
infectado experimentalmente con la cepa PAC 3 en dilucién 1:2 en PBS estéril durante toda
la noche a 4°C, posteriormente se lavo la membrana y se coloco el anticuerpo secundario
anti 1gG acoplado a fosfatasa alcalina producido en conejo en dilucién 1:5000 en solucién
TBS, se lavo la membrana y se revelo utilizando el sustrato diaminobencidina (DAB)
(Blake et. al., 1984).

5.5 Optimizacion del proceso de produccion de las proteinas recombinantes del PRV
en medio minimo mineral M9 y lactosa como inductor

Debido a los altos costos de produccion de proteinas recombinantes con medio LB e IPTG
como inductor, se realizaran ensayos de crecimiento e induccién con medio minimo
mineral M9. Inicialmente fueron seleccionadas mediante PCR las colonias bacterianas
transformadas con el gen plasmidico se realizd un cultivo bacteriano de estas E. coli en
medio LB con 200 ul de kanamicina (10mg/ml), el cual se dejo crecer durante 18 horas. De
este cultivo se tomaron 250 pl 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 pl de isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 1M y 50 pl de L-Ramosa
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al 20% para nuevamente mantenerlos en agitacion continua (250 rpm) durante 18 horas a
37°C (Larentis et al., 2011).

Las cepas de E. coli BL21 transformadas se inocularon en medio LB-+kanamicina.
Posteriormente se agitaron de manera continua a 250 rpm con una temperatura de 37°C
durante 16 horas, como lo reportd Cuevas-Romero y colaboradores (2016). Por otra parte,
se realizard el mismo proceso en medio minimo mineral M9 (cuadro 3 y 4) utilizada
glucosa como fuente de carbono (Zhou et al., 2003). Este proceso se realizara por triplicado
para producir lotes experimentales. La induccion en ambos experimentos se llevara a cabo
cuando el cultivo llegue a una DO 600nm de entre 0.8 y 1.5. En medio LB la induccion sera
realizada con IPTG y en medio mineral M9 con lactosa. Se tomara una muestra de cultivo
durante cada hora (hasta siente horas) para identificar la proteina expresada por medio de
SDS-PAGE vy se cuantificara utilizando el método de Sedmak y Grossberg (1977). Para la

evaluacion de estos datos se realizara estadistica descriptiva.

Cuadro 3. Composicion del medio modificado M9 para 1L de cultivo

Reactivo Cantidad

Na,HPO, 6.8
KH,PO, 39
NacCl 059
NH,CI lg

Cuadro 4. Composicion de la solucién mineral para 10 ml

Reactivo Cantidad ‘
FeSO,.7H,O 27.8 mg
MnCl,.4H,0 19.8 mg
CoCl,.6H,0 24 mg
CaCl,.2H,0 14.7 mg
CuCl,.2H,0 1.7mg
ZnS0,4.7H,0 2.9 mg
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5.7 Caracterizacion del crecimiento bacteriano de las cepas productoras de las
proteinas recombinantes del PRV en biorreactores de cultivo batch

Para la induccion de la expresion a gran escala se realizd un precultivo de las cepas
bacterianas productoras utilizando medio minimo mineral M9+kanamicina+glucosa 1.5%.
El crecimiento celular fue medido a lo largo del tiempo a una densidad Optica de 600 nm
para obtener las curvas de crecimiento. Este se utilizO en el Biorreactor
(BioFlo®/CelliGen® 115, New Brunswick, Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
comenzando a una DO de 0.1 a 600nm. Las condiciones de cultivo como la temperatura,
flujo de aire, pH y revoluciones por minuto se controlaron. Se calculd el crecimiento
celular, el tiempo de duplicacion y parametros cinéticos. La expresion se llevoa cabo en el
punto de desaceleracion del crecimiento celular adicionando lactosa como fuente de
carbono y NH4CI como fuente de nitrdgeno (Singh et al., 2014).

El cultivo obtenido fue centrifugado para posteriormente realizar la ruptura celular
mediante el homogeneizador Gaulin (APV Homogenizer Group, Wilmington, MA, USA),
con el fin de obtener los cuerpos de inclusion, los cuales contienen una gran cantidad de

proteina recombinante y solubilizarla a través de agentes caotrépicos como sarcosil y urea.

Se tomaron muestras de las distintas fases del proceso, desde el medio de cultivo, ruptura
celular y solubilizacion, para posteriormente desnaturalizarlas y analizarlas en un SDS-
PAGE.

5.8 Preparacion de nanoparticulas mediante filmes lipidicos

El proceso para el desarrollo de nanoparticulas se realiz6 en el laboratorio de bioquimica y
biologia molecular de la BUAP CU, mediante una estancia a cargo de la PhD Brenda

Sanchez y la Dra. Irma Herrera.
Se comenzo con el disefio de la metodologia, utilizando como reactivos:

e Saponinas

o Quillaja (Saponin from Quillaja bark Sigma cat S4521)
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.....

e Colesterol (Sigma cat C8686)
e Fosfolipidos (L-a-Phosphadidylcoline (PC) Sigma cat P35556)

Los fosfolipidos y el colesterol fueron preparados en cloroformo y las saponinas en PBS
pH 7.4 a una temperatura mayor a 37°C, esto debido a que gelifican a temperatura
ambiente. Se determino la relacién optima de concentraciones para la formacion de
nanoparticulas de acuerdo al diagrama pseudoternario reportado por Demana et al. 2005
(figura 3)

0 uISCOM matrices

B ring-like micelles
m worm-like micelles

lipidic/layered
structures
By 30 @ liposomes

® Quil A micelles

cholesterol crystals

100
PC Cholesterol

Figura 3. Diagrama pseudoternario de mezclas de colesterol, fosfatidilcolina (fosfolipidos) y QuilA
(Quillaja) en buffer de tris (149mM, pH7.4) preparada por hidratacion de filmes lipidicos.
(Modificada de Demana et al. 2005).

Una vez determinada la relacion adecuada para formacion de nanoparticulas, el colesterol y
los fosfolipidos, fueron colocados en un recipiente (matraz o vaso de precipitado) con la
finalidad de que el cloroformo se evapore y se forme una capa lipidica al fondo del
recipiente. La capa de lipidos formada se hidratd con la solucion de saponinas y de buffer

tris 140mM a pH de 7.4 mediante agitacion mecanica, corroborando que la agitacion
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desprenda la totalidad del filme lipidico formado. Una vez obtenida la mezcla, se procede a
homogenizar con una mayor fuerza, para esto, se utilizo en el Ultra-turrax, a una velocidad
aproximada de 15 000 rpm durante 10 minutos. Finalmente se realiza una filtracion en
tandem con membrana de 1.0um, 0.45um y finalmente 0.22um para homogenizar el tamafio
de particula.

En todos los lotes preparados se determind el tamafio promedio de las nanoparticulas
mediante dispersion dindmica de luz (DLS por sus siglas en inglés) utilizando el
instrumento Zetasizer Malvern Systems ZEN 3600, a un angulo de 90 °C, con una longitud
de onda de 680 nm, las mediciones se realizaron durante 50 s a 20°C utilizando como
dispersante agua con un indice de refraccion de 1.33. Para que las muestras fueran medidas
de manera correcta se realizaron diluciones en agua hasta que la sefial se encontr6 en el

intervalo correcto, cada muestra se leyé por triplicado (n= 3).

5.9 Microscopia electrdnica de transmision

Las particulas sintetizadas se analizaron mediante microscopia electronica de transmisién
(MET) en el CINVESTAV-Irapuato, realizando dos tipos de tincion negativa en rejillas de
cobre con filme de formvar de 200 mesh (Electron Microscopy Science), una de las
tinciones fue mediante acido fosfotungstico al 2% (PTA por sus siglas en inglés), en donde,
brevemente se colocaron 10ul de muestra del lado opaco de la rejilla, dejando adsorber por
10 minutos, posteriormente se retird el excedente mediante el uso de papel filtro, se realizé
un lavado con una gota de agua destilada estéril y posteriormente fue secada nuevamente
mediante el uso de papel filtro, finalmente se colocaron 10ul de PTA durante cinco minutos
y se retird con papel filtro. El otro tipo de tincion negativa utilizada en el presente trabajo,
fue con acetato de uranilo al 2.5% dejando adsorber 10ul de muestra en la rejilla por 15
minutos, se retiro el exceso de muestra, se dejé incubar por dos minutos y se colocaron 10ul
de acetato de uranilo previamente centrifugado (8000rpm por 15 minutos) dejandolo
incubar por 7 minutos y retirando el excedente, se realiz6 un Gltimo lavado con una gota de
agua destilada estéril. En ambas tinciones las rejillas deben de estar completamente secas

para poder realizar el analisis microscopico.
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6. RESULTADOS

6.1 Produccion de proteinas recombinantes
6.1.1 Analisis de la proteina NP del PRV

6.1.1.1 Disefio de iniciadores

El gen NP del PRV consta de 1638 nucleodtidos que codifican para una proteina de 545
aminoacidos. Los iniciadores se disefiaron para realizar la ampliacion del ORF hibridando,
el iniciador delantero (5° CTCCAGGATAGAGGAGCCGA 3’) hibrido partir del
nucleotido 49 y el reverso (5 CTACTAAAGCTGCTGAAACATGGC 3’) terminando en
el nucleotido 1605, al cual, se le agregaron dos codones de paro en el extremo 5’ para
asegurar la terminacion de la sintesis proteica. El fragmento que resulta de la amplificacion
presenta un tamafo de 1563pb.

6.1.1.2 Anaélisis in silico

Posteriormente se realizo el analisis in silico para determinar que el fragmento amplificado
con los iniciadores disefiados quede en fase con el vector de expresion Champion pET

Sumo (Figura 4). El vector pET Sumo-NP-RVP se muestra en la figura 5.
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Figura 4. Imagen representativa de la fusion en fase de la region N-terminal de la proteina NP del
PRV a la proteina SUMO vy a la region de polihistidinas del vector Champion pET Sumo.
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Figura 5. Vector de expresion Champion pET-SUMO-NP-RVP

Utilizando el programa Protean (DNAstar) se realizo el andlisis in silico de la proteina

recombinante NP-RVP para conocer sus caracteristicas, el cual se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Caracteristicas de la proteina NP-RVP

Analysis Whole Protein

Molecular Weight 70517.85 m.w.
Length 638
1 microgram = 14.181 pMoales
Molar Extinction coefficient 48840+5%
1 A(280) = 1.44 mg/ml
Isoelectric Point 6.20
ChargeatpH 7 -5.97

6.1.1.3 Clonacion del gen NP

Como plantilla para la amplificacién del ORF de la proteina NP se utilizd la cepa LPMV.
La temperatura de hibridacién de los iniciadores para la amplificacion mediante PCR se

determiné mediante un gradiente de temperatura. En la figura 6 se muestra la imagen de la
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electroforesis, en donde se observa que la banda con mayor intensidad se encuentra a una

temperatura de 65°C.

Figura 6. Resultados de la PCR para evaluar la temperatura de hibridacion éptima. M) marcador de
100 pares de bases. 1) 45°C. 2) 46.4°C. 3) 54.4°C. 4) 55.8°C. 5) 61.0°C. 6) 65.0°C. B) control
negativo de la reaccion de PCR.

Una vez obtenida la PCR, se llevo a un mayor volumen para obtener suficiente producto
para purificar de banda y ligarlo exitosamente en el vector de resguardo pJET1.2/blunt
(Thermo Scientific), obteniendo un producto que fue clonado en células E. coli top 10,
cuyo marcador de ampicilina permitio seleccionar cinco colonias a las que se les realizo la
extraccion de plasmido y una posterior PCR para amplificacion del gen NP obtenindo
resultados positivos, lo que significa que las cinco colonias contenian el gen clonado (figura
7).

Figura 7. Resultado de la PCR para amplificar en ORF NP. Las cinco colonias seleccionadas para
extraccion de plasmido resultaron positivas.
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Solo se seleccionod una colonia para realizar una nueva PCR a mayor volumen y obtener un
purificado directamente de banda mediante columnas comerciales, sin embargo, gel de
agarosa se incubo hasta su degradacion a temperatura ambiente y no a 50°C como lo marca
el protocolo de manufactura, esto para evitar que se degraden las adeninas adicionadas por
una extension final de 30 minutos en la PCR ya que mediante estas adeninas se logra la
ligacion al vector petSUMO.

Con el producto NP purificado se realizé la ligaciéon al vector de expresion Champion-
PETSUMO y una posterior transformacién de la cepa de E. coli Top 10. Se transformaron
un total de 16 colonias, las cuales fueron sembradas en medio LB con kanamicina, para
posteriormente realizarse una extraccion de plasmido mediante columnas comerciales. El
plasmido obtenido fue analizado con una electroforesis (figura 8), donde se logro observar
que los plasmidos obtenidos tenian un mayor tamafio en comparacion con un plasmido

Champion-pETSUMO vacio, 1o que sugiere que se logié la ligacitri de NP.

Figura 8. Electroforesis del DNA plasmidico de las colonias E. coli Top 10 seleccionadas de la
transformacion con el vector Champion-pETSUMO-NP. M) Marcador de pares de bases. 1y 10)
Vector Champion-pETSUMO vacio. 2-9) y 11-16) Plasmido de E. coli Top 10 transformadas.

Para corroborar la ligacion y la correcta orientacion se realizé una PCR utilizando un
iniciador delantero que hibrida en la secuencia sumo del vector de expresién y como
iniciador reverso se utilizo el disefiado para NP. Los resultados indicaron que de las 16
colonias solo cinco contaban con el inserto NP en fase (figura 9), en la electroforesis se
observan amplicones inespecificos, sin embargo solo se seleccionaron los que presentaban

una banda intensa a 1600 pb aproximadamente.
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Figura 9. Electroforesis de los productos de PCR para determinar la orientacion del inserto NP en el
vector Champion pETSUMO. M) Marcador de pares de bases. 3, 5, 6, 10 y 14) Muestras positivas.

Cinco plasmidos fueron positivos, de los cuales solo se seleccionaron dos para realizar la

transformacion de la cepa de expresion BL21 tres y diez de la figura 10.
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Figura 10. Produccion de la proteina NP en la cepa E. coli BL21. Tincion de Coomasie y Western
Blot con deteccion anti-hys. 1) control negativo 2) control positivo 3-8) direrentes clonas de L21-
NP

6.1.2 Andlisis de la proteina M del PRV

6.1.2.1 Disefio de iniciadores

El gen M del PRV consta de 1110 nucleé6tidos que codifican para 369 aminoéacidos. El
iniciador delantero se disefid para la amplificacion del ORF, hibridando a partir del
nucledtido 49 (5> ACTGCACAACTTCAACCATTTCC 3’) y el iniciador reverso permite
la amplificacion hasta el nucleodtido 1110 (5 GCTACTACTTACGGAAAGGATTCCAG
3%), al cual se le agreg6 en el extremo 5’ un codon de paro adicional y una G para obtener el

parametro ideal de G-C. El fragmento por amplificar presenta un tamafo de 1066pb.
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Los iniciadores fueron analizados para determinar que sus caracteristicas eran adecuadas en

cuanto a la formacion de dimeros y horquillas.

6.1.2.3 Analisis in silico

Mediante el programa SeqBuilder (DNAstar) se realizo el analisis in silico del ORF del gen
M para evidenciar que el fragmento amplificado se encontraba en fase con la proteina sumo

y las polihistidinas (Figura 11), de modo que el vector circular pET SUMO-M-RVP se
muestra en la figura 12.
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Figura 11. Imagen representativa de la fusion en fase de la regién N-terminal de la proteina M del
PRV a la proteina SUMO vy a la region de polihistidinas.
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pETSUMO-M-RVP

Figura 12. Vector de expresion Champion pET-SUMO-M-RVP

Utilizando el programa Protean (DNAstar) se realizo el analisis in silico de la proteina NP-

RVP, el cual se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Caracteristicas de la proteina recombinante M-RVP

Analysis Whole Protein

Molecular Weight 53237.68 m.w.
Length 472
1 microgram = 18.784 pMoles
Molar Extinction coefficient 37680+5%
1 A(280) = 1.41 mg/mi
Isoelectric Point 8.96
Charge atpH 7 12.07
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6.1.2.4 Clonacion del gen M

Para realizar la amplificacion del ORF M se utiliz6 la cepa LPMV utilizando un gradiente
de temperatura para conocer los pardmetros Optimos de hibridacion de los iniciadores
disefiados para la PCR. En la figura 8 se muestran los resultados, indicando que la mayor
cantidad de copias del gen M se encontraban a los 61°C en la etapa de hibridaciéon de

iniciadores (figura 13).

Figura 13. Resultados de la PCR para evaluar la temperatura de hibridacion 6ptima. M) marcador
de 100 pares de bases. 1) 45°C. 2) 46.4°C. 3) 54.4°C. 4) 55.8°C. 5) 61.0°C. 6) 65.0°C. B) control
negativo de la reaccion de PCR.

Una segunda PCR se llevo a cabo para posteriormente realizar una purificacién a partir de
banda. El resultado se visualiz6 mediante una electroforesis con gel de agarosa al 1.0%
(Figura 14). El producto purificado del gen M fue utilizado para realizar la clonacion en el

vector de resguardo pJET.

Figura 14. Producto de PCR gen M purificado a partir de banda.

Del resultado de la clonacién en el vector de resguardo y la transformacion de la cepa E.

coli top 10, se seleccionaron cinco colonias, de las cuales se les realiz6 extraccion del DNA
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plasmidico. En la figura 15 se muestra una electroforesis de los cinco plasmidos, en donde
se observa que la colonia nimero tres con un menor tamafio, por lo que se dedujo que no
presento el inserto M-RVP. Para corroborar lo anterior se realiz6 una PCR de los plasmidos
obtenidos, el resultado permitié determinar que la cepa 2, 4 y 5 presentaban el inserto
(figura 16). La cepa 2 fue seleccionada para la subclonacion en el vector de expresion pET
SUMO.

Figura 15. Electroforesis del DNA plasmidico de las colonias seleccionadas de la transformacion
del vector pJET-M-RVP en la cepa de resguardo E. coli top 10.

Figura 16. Resultado de la PCR para amplificar en ORF M. Las cinco colonias seleccionadas para
extraccion de plasmido resultaron positivas. B) Blanco de la PCR. 1-5) colonias de E. coli-M-RVP
top 10 seleccionadas. M) Marcador de pares de bases.

Con el plasmido obtenido de la colonia 2 se realiz6 una PCR aumentando el tiempo de
extension final a 30 minutos, para agregar una cola de adeninas, las cuales se requieren para
el proceso de clonacion en el vector pET SUMO. Posteriormente el producto fue purificado
directamente de reaccion y visualizado mediante una electroforesis (figura 17).
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Figura 17. Resultado de la amplificacion y purificacion del ORF M del RVP del plasmido de la
colonia 2.

Con el producto purificado se procedio a realizar la ligacién al vector de expresion y
posteriormente la transformacién en la cepa E. coli top 10, de la cual fueron seleccionadas
cuatro colonias. A las cuales se les realizdé una primera PCR para determinar si tenian el
inserto del gen M y la segunda PCR se realiz6 para determinar la orientacion del producto.
Los resultados mostraron que la colonia 1 y 2 presentaban inserto y orientacion 5°-3’, por lo
que ambas fueron candidatas para la transformacion en la cepa de expresion E. coli BL21
(figura 18).

Figura 18. 1-4) PCR de ORF M de las cuatro colonias seleccionadas. M) Marcador de 100 pares de
bases (plus). 5-8) PCR de orientacién del vector pET SUMO-M-RVP

Con el plasmido de la construcciéon pETSUMO-M se realizé la transformacion de la cepa
de expresion E. coli BL21. De las colonias transformadas se seleccionaron seis para

realizar la prueba de expresion de proteina. Los resultados fueron evaluados por SDS-

47



PAGE con tincion de azul de Coomasie y Westen Blot utilizando anti-his (figura 19). En

andlisis in silico se estimo que el peso de la proteina SUMO-M fue de 53 Kda.

Mediante la tincion con azul de Coomasie se observa una ligera sobre expresion a un peso
aproximado de 50 Kda en las seis clonas, esto comparado con el control negativo y
positivo. El control positivo expresa la proteina CAT. La expresion de la proteina
recombinante se corroboro mediante western blot, demostrando reconocimiento en el

control positivo y en las seis clonas, donde incluso se observan algunas degradaciones

propias de la proteina
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Figura 19. Pruebas de expresién de las clonas BL21-M. A) Tincion con azul de Coomasie. B)
Western Blot. M) Marcador de peso molecular en Kda. (-) control negativo, cepa BL21 nativa. (+)
BL21 CAT. 1-6) Clonas BL21-M.

6.1.3 Andlisis de la proteina HN del PRV

Para la clonacion se utilizaron los iniciadores reportados por Cuevas y colaboradores
(2016) y como plantilla el gen HN del vector de expresion pDualGC del mismo trabajo. Se
realizaron los ensayos in silico de los iniciadores para corroborar que el gen quedaba en
fase con el vector, lo que nos asegura la correcta transcripcion de la proteina recombinante

HN (figura 20 y 21).
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Figura 21. Imagen representativa de la fusion en fase de la region N-terminal de la proteina HN del
PRV a la proteina SUMO.

Las caracteristicas de la proteina SUMO-HN fueron analizadas mediante el programa
Protean (Dnastar) (cuadro 7).
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Cuadro 7. Caracteristicas de le proteina recombinante SUMO-HN completa del PRV

Analysis Whole Protein

Molecular Weight 75715.12 m.w.
Length 683
1 microgram = 13.207 pMoles
Molar Extinction coefficient B7480£5%
1 A(280) = 0.87 mg/mi
Isoelectric Point 7.75
Charge atpH 7 4.36

Se amplificaron 1749 pb del gen HN mediante PCR, utilizando como plantilla el plasmido
obtenido de la cepa E. coli BL21-pDUALGC-HN (figura 22), posteriormente el producto se
purifico de banda mediante columnas comerciales. Se realizo la ligacion en el vector de
resguardo pJET con la cual se transformo la cepa E. coli Top 10, a partir de dicha cepa se
realiz6 una sublclonacion en el vector de expresion Champion-pETSUMO vy

transformacion de Top 10.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)
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Figura 22 Amplificacion mediante PCR del ORF HN. M) marcador de pares de bases 1Kb
AccuRuler DNA RTU. 1) control negativo. 2) carril vacio. 3) Amplificacion HN.

De las colonias transformadas de E. coli Top 10 con el vector pETSUMO-HN se
seleccionaron seis, de las cuales se extrajo DNA plasmidico y se analiz6 mediante una
electroforesis (figura 23). Los resultados muestran que cinco de las seis plasmidos tienen un
mayor tamafio, lo que indica que se cloné el fragmento HN. Una vez verificada la correcta

clonacion se procedio al analisis de orientacion para una correcta expresion de la proteina.
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Los resultados se observan en la figura 24, donde tres clonas amplifican con una mayor

intensidad, seleccionando dos (dos y seis) para realizar la transformacion en la cepa de
expresion E. coli BL21.

Figura 23. Electroforesis del DNA plasmidico de las colonias seleccionadas de la transformacion
del vector Champion pETSUMO-HN en la cepa de resguardo E. coli top 10

Figura 24. Electroforesis de los productos de PCR para determinar la orientacion del inserto HN en
el vector Champion pETSUMO. Se seleccionaron las clonas que corresponden al carril 2 y 6 debido
a que no presentan amplificacion inespecifica.

Con esta construccién y teniendo seleccionado el plasmido capaz de producir la proteina
recombinante HN se realizara la transformacion de la cepa E. coli. Y las pruebas de
expresion, las cuales fueron evaluadas mediante SDS-PAGE y Western Blot, dando como
resultados, una evidente sobre expresion en las colonias transformadas e inducidas

mediante la tincibn de Coomassie, mientras que por Western Blot de detecto
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inmunorreaccion a los anticuerpos anti-his correspondientes a las cepas que presentaron

sobre expresion (figura 25).

--76 kDa

--76 kDa

Figura 25. Prueba de expresion de la proteina recombinante NP. SDS-PAGE (A) y Western-Blot
(B). M) Marcador de peso molecular. 1-6) BL21-HN. Los resultados permiten observar que existe
una sobrexpresion en las colonias evaluadas en los carriles 4, 5y 6.

6.2 Purificacion e inmunodeteccion de proteinas recombinantes

6.2.1 Purificacion y caracterizacion de la proteina NP

La proteina NP fue purificada de las fracciones insolubles debido a que la mayor produccion se
encontrd en esta fase. Los cuerpos de inclusion fueron recuperados del pellet celular por ruptura
mecanica y solubilizados mediante el uso de sarcosyl. La proteina ya soluble se cargo en las
columnas para su purificacion y fue eluida con imidazol, esta fraccion fue analizada por SDS-
PAGE y Western Blot (figura 26).
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Figura 26. SDS-PAGE y Western Blot de la fraccion purificada de la proteina NP del PRV

Para la determinacion de la inmunodeteccion de la proteina NP, se utilizaron los sueros de
muestras de animales experimentalmente infectados por Western Blot. El suero reconoci6 la
proteina desde los cinco dias post infeccidén con un bajo grado de reconocimiento, el cual va en
aumento a partir del dia 10, con un maximo reconocimiento a los 30 dias post infeccion,
mientras que todos los sueros de los animales persistentes a la infeccion (con mas de 30 dpi) se
siguen reconociendo (figura 27).

Muestra Resultado Grado de
reconocimiento
Positivo LPMV ++++
Negativo -
SPI |:| ++
6 PI |:| ++
10PI e -
14 PI E ++++
30PI [o—] 4
75PI |- - N
Persistente |_, e+
Persistente i e
Persistente [t -t

Figura 27. Inmuno reactiviad de la proteina NP a los sueros de cerdo infectados experimentalmente
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6.2.2 Purificacion y caracterizacion de la proteina M

Una vez que se obtuvo la proteina M, se procedio a producir un lote mas grande para
realizar los ensayos de purificacion mediante cromatografia de afinidad. Los resultados se
evaluaron mediante un SDS-PAGE y Western Blot (figura 28), observando que las

degradaciones previas a la purificacion disminuyeron de manera considerable.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 9

120 =

85| *= —
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50-4 . — - —-53 kDa > —— - 53 kDa
35"

2548
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85-

50 T — _53KkDa s | s3kDa
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Figura 28. Purificacién por cromatografia de afinidad. Tincién con azul de Coomasie y Western
Blot. A] M) Marcador de peso molecular. 1) Cuerpo de inclusién solubilizado. 2 y 3) fraccion del
no pegado. 4 y 5) fraccion de los lavados. 6-8) eluciones. B] Proteina M dializada y purificada. M)

Marcador de peso. 9) Proteina dializada.

Posterior a esto se realizd un ensayo de antigenicidad para determinar la deteccion de la
proteina mediante diversos sueros de cerdos infectados experimentalmente, los cuales
correspondieron a animales desde los cinco dias post infeccién, hasta animales
persistentemente infectados, dando como resultado el reconocimiento mostrado en la figura

29 fueron capaces de reconocer la proteina recombinante M del Rubulavirus porcino.
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Muestra Resultado Grado de
reconocimiento

Positivo LPMV - ++++

Negativo l'.‘ | ' -

5 dias P.L ++

6 dias P.L - +++

14 dias P.I. = ++

30 dias P B +

30 dias P [—— .

30 dias P1. 4 +

Persistente - -

Persistente ﬂl ++

Persistente - +++

Persistente ot e +++

Figura 29. Prueba de antigenicidad usando sueros de cerdos infectados. P.l. (dias post infeccion).
Los sueros fueron utilizados en una dilucién 1:500 y el anticuerpo secundario 1:5000

6.2.3 Purificacion de la proteina HN

Se produjo un lote de la proteina pDualGC-HN completa para poder utilizarla en ensayos
de inclusion a las nanoparticulas. La proteina fue solubilizada mediante el uso de 2-
mercaptoetanol como agente desnaturalizante y posteriormente purificada con
cromatografia de afinidad. Se tomaron diversas muestras de las fracciones de proteina no
pegada a la columna, lavados de la columna y elusién de la proteina recombinante. Estas
fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE con tincion de azul de Coomasie y Western
Blot utilizando como anticuerpo primario anti-his (figura 30). De un cultivo de 500 ml se

lograron obtener 15 ml de proteina purificada a una concentracion de 70ug/mL
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Figura 30. SDS-PAGE. Tincion con azul de Coomasie y Western Blot de las fracciones del proceso
de purificacion de la proteina recombinante HN del Rubulavirus porcino. M) Marcador de peso
molecular. 1-2) Proteina no pegada a la columna. 3-4) Fracciones de lavado de la columna. 5-7)

Elucion de la proteina recombinante HN.

6.3 Optimizacion de medio minimo mineral para crecimiento bacteriano

La curva celular se compar6 con el crecimiento en medio LB (figura 31). La cepa BL21-
HN mostr6é una diferencia importante entre el crecimiento en medio LB y M9, la fase de
latencia fue mas corta en LB y se extendié menos de 2 h en comparacion con el medio M9
donde la fase de latencia se extendié mas de 6 h. La fase exponencial fue similar en los dos
cultivos, con una velocidad especifica de crecimiento similar (umax: 1,16 h-1 para LB y
pumax: 1,0 h-1 para medio M9), sin embargo, esta fase se completd en 3 hrs en medio LB
mientras que en el medio M9 la fase se complet6 en 7 hrs. El tiempo de duplicacién (t) para
BL21-HN en medio M9 fue de 0,69 h. En ambos medios, la cepa BL21-HN alcanzé la fase
estacionaria aproximadamente a 0,5 g/L y la fase de desaceleracion aproximadamente a 0,4
g/L
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Figura 31. Crecimiento de BI-21 en medio LB y medio minimo modificado M9 en matraz de 200
ml. Los datos experimentales de medio Lb y medio M9 fueron corregidos utilizando el modelo de
crecimiento celular con integracion con el modelo logistico.

6.4 Produccion de proteinas mediante el escalamiento en biorreactor

Este objetivo se realiz6 solo con la proteina HN en el Instituto Tecnoldgico de Celaya con
colaboracion del Dr. Francisco Villasefior, donde, se produjo la proteina del PRV en el
vector de expresion pET SUMO vy se llevaron a cabo ensayos de establecimiento de
bioprocesos para el escalamiento de la produccion a bajo costo, utilizando el medio mineral

M9 y lactosa como inductor.

Utilizando la cepa E. coli BL21-HNsumo, se realizo en el TEC de Celaya un ensayo de
escalamiento en el biorreactor BioFlo®/CelliGen® 115, New Brunswick (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany) a un volumen de cinco litros, lo anterior, con medio minimo
modificado M9, glucosa al 1,5% como fuente de carbono y lactosa como inductor (figura

32).
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Figura 32. Biorreactor BioFlo®/CelliGen® 115, New Brunswick.

En comparacion con los ensayos en matraz, la cepa BL21-HN mostrd un crecimiento
similar en Biorreactor (figura 33A) con medio minimo modificado M9, una fase de latencia
extendida con méas de 7 h. La fase exponencial se complet6 en aproximadamente 7 h y se
observaron diferencias significativas en el tiempo de duplicacion (t) de 1,36 hy con el pmax
de 0,5 h-1. La tension alcanzo la fase estacionaria aproximadamente a 0,58 g/L y la fase de
desaceleracion aproximadamente a 0,44 g/L. El consumo de glucosa se midié a lo largo de
todo el cultivo, con un resultado de Y x/s = 0.31, las bacterias comenzaron a consumir la
glucosa después de 6 h cuando el cultivo alcanzé la fase exponencial. La induccion se llevo
a cabo en la fase de desaceleracion, cuando el consumo de glucosa se encontraba en
valores insignificantes (0,86 g/L), adicionando lactosa al 1,5% como concentracion como
fuente de carbono y como fuente de nitrdgeno se afiadi6 NHA4CI. La produccion de proteina
recombinante se midi6 por Western blot (figura 33B). La produccion de rHN-PRV se
observo desde la primera hora de induccidn, el aumento de la produccién se prolongé hasta
las 6 h. Después de eso, la produccion disminuyo; indicando que el tiempo 6ptimo para la
induccién y para recuperar la mayor produccion es de 6 h. Aunque la expresion en el medio
M9 modificado retrae el lag y la fase exponencial en horas, en comparacion con el medio
LB, convirtiéndose en un largo proceso de induccion en el biorreactor, se compensa usando
lactosa como inductor en lugar de IPTG lo que reduce considerablemente el costo,

justificando la uso del M9 modificado.
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Figura 33. Crecimiento e induccion de BL-21 en sistema de biorreactor. A) Datos experimentales de
la curva celular en medio minimo modificado M9 (e) y consumo de glucosa ( A) corregido usando
el modelo de crecimiento celular de Port con el momento de induccion marcado con una flecha. B)
Anélisis por Western Blot después de la induccion con lactosa en medio minimo modificado M9,
M- marcador de peso molecular e induccion a diferentes horas después de la induccion con lactosa
(1-12 hrs).

6.5 Elaboracién de nanoparticulas

El método de dialisis no otorgo resultados satisfactorios, por lo que se trabajé con la
hidratacién de filmes lipidicos, permitiendo establecer dos concentraciones de trabajo en
saponina : colesterol : fosfolipidos (2 : 1: 2 y 2:1.5:1.5) y una agitacién mecanica con el
homogeneizador Bead Beater (Biospec Products) a diferentes tiempos (cinco y diez
minutos). Estos ensayos se realizaron con los tres tipos de saponina: Quillaja (Cuadro 8),

Ac. Glicirricinico (sigma) (cuadro 9) y Ac. Glicirricinico (chino) (cuadro 10).
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Cuadro 8. Determinacion de tamarfio de particula utilizando Quillaja como saponina. Se resaltan los
mejores valores

Muestra Tamafio nm Poblacion %  Desv. Est.
2:1:2 Namero 73.90 100 24.69 0.208
Cinco Intensidad 159.7 100 70.06
minutos
2:1:2 NUmero 66.58 100 21.30 0.230
Diez minutos  Intensidad 142.8 97.00 64.00

4490 3.00 882.7
2:15:15 NUmero 41.91 100 13.89 0.286
Cinco Intensidad 204.0 100 129.2
minutos
2:15:15 NUmero 40.15 100 12.98 0.254
Diez minutos  Intensidad 150.7 100 95.79

Cuadro 9. Determinacion de tamafio de particula utilizando ac. Glicirricinico (sigma) como
saponina. Se resaltan los mejores valores.

Muestra Tamafo nm Poblacién % Desv. Est.
Cinco Intensidad 179.3 98.4 75.10
minutos
47200 16 767.00
2:1:2 Namero 58.95 100 21.96 0.243
Diez minutos  Intensidad 183.5 98.3 92.23
2:15:15 4913 17 660.9
Cinco Ndmero 129.8 100 45.35 0.134
minutos
2:15:15 Intensidad 216.7 100 80.41 0.150
Diez minutos  Intensidad 150.7 100 95.79
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Cuadro 10. Determinacién de tamafio de particula utilizando ac. Glicirricinico (chino) como
saponina. Se resaltan los mejores valores.

Muestra Tamafio nm Poblacién % Desv. Est.
Cinco Intensidad 213.2 100 126.5
minutos
2:1:2 Namero 50.34 100 19.14 0.286
Diez minutos  Intensidad 282.1 90.6 125.3
61.24 7.1 12.10
2:15:15 5052 24 579
Cinco NUmero 155.2 100 54.21 0.217
minutos
2:15:15 Intensidad 230.8 95.00 79.08 0.240
Diez minutos  Intensidad 150.7 100 95.79

Se logro determinar que la mejor relacion saponina : colesterol : fosfolipidosesde 2 :1: 2
y un tiempo de homogenizacion de diez minutos para obtener un tamafio de particula de

entre 40 y 60 nm de didmetro como lo indicé Morein en 1984.

El anélisis morfoldgico de las nanoparticulas se realiz6 en el Cinvestav unidad Irapuato
mediante microscopia electronica de transmisién (MET). Las particulas observadas tenian
un tiempo de almacenamiento de dos meses a 4°C, fueron fijadas en rejillas de cobre y

tefiidas con acetato de uranilo al 2.5%

El analisis de las particulas sintetizadas con Quillaja como saponina permitio la
observacion de particulas parecidas a los ISCOMS con un tamafio aproximado de 60nm
(figura 34).

Los ensayos realizados con acido glicirricinico con el almacenamiento de dos meses
permitieron observar estructuras de diversos tamafos, los cuales iban desde 40 nm
aproximadamente hasta los 2600nm. Estos tamafios tan grandes pudieran ser explicados
debido a un efecto de almacenamiento las particulas presentando una coalescencia (figura
35).
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Figura 35. Imagen obtenida de MET de las particulas sintetizadas con acido glicirricinico como
saponina.

Otras estructuras encontradas en la sintesis realizada con acido glicirricinico, las cuales
presentan un tamafio aproximado de entre 10 y 20nm, al parecer se encuentran rodeadas de
lipidos. Estas estructuras pequefias podrian ser micelas de saponinas, de acuerdo a lo
reportado por Demana en el 2004. Esta observacion nos permitiria determinar que las
estructuras formadas con acido glicirricinico no son estables en almacenamiento a dos

meses después de su sintesis.
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Una muestra de la sintesis de nanoparticulas con acido glicirricinico con una semana de
almacenamiento fue observada mediante MET, utilizando una tinciobn con &cido
fosfotlngstico al 2%. Se identificaron estructuras de entre 80nm y 115nm, en donde se

puede ver la fusién entre particulas (figura 36).

Figura 36. Imagen obtenida de MET. Nanoparticulas de ac glicirricinico con una semana de
almacenamiento tefiidas con acido fosfotlngstico al 2%.
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7. DISCUSION

Desde que la enfermedad de ojo azul aparicion en México, diversos estudios se han
enfocado en desarrollar estrategias para el diagndstico, prevencién y control de la EOA. Sin
embargo, la enfermedad se mantiene endémica en la region del bajio mexicano, con brotes
esporadicos y nuevas cepas neurovirulentas (2008-2015) con diferencias genéticas
reportadas. Estos hallazgos sugieren que diferentes cepas del PRV genéticamente y
antigénicamente diferentes se encuentran circulando en la poblacién porcina, dificultando
el diagndstico y los esfuerzos en la vacunacion (Sanchez-Betacourt et al 2008; Cuevas-
Romero et al 2016; Ali et al 2017)

El PRV se encuentra en adaptacion continua en el territorio mexicano prevaleciendo en la
poblacion porcina. Las técnicas clasicas de diagnostico en los laboratorios, como la
inhibicion de la hemoaglutinacion, inmunoperoxidasa Yy seroneutralizacion, son
consideradas como obsoletas, debido a que exhiben diversas desventajas, que hacen dificil
su estandarizacion a nivel nacional, que tienen que ver con la coleccion de glébulos rojos
adecuados, tiempos y temperaturas de incubacion, asi como la determinacion del titulo viral
(Hidalgo-Lara et al 2021).

En este contexto, se han realizado esfuerzos en la produccion de estrategias de nueva
generacion para el desarrollo de métodos de diagndstico o tratamientos, habiendo
producido antigenos en sistemas eucariontes como las levaduras y procariontes como las
bacterias. Hasta el momento solo se habian logrado desarrollar sistemas para la produccion
de la proteina recombinante HN del PRV con resultados favorables (Cerritefio-Sanchez et
al 2016; Cuevas-Romero et al 2016). En el caso de la proteina F, se reportaron diversos
estudios in silico y predicciones con respecto a la antigenicidad, incluyendo siete epitopes
lineales y seis conformacionales de células B ademas de 22 epitopes de del MHC clase 1 de
celulas T (Siafiez-Estrada et al 2020).

Sin embargo, otras proteinas estructurales, como lo es la NP y M, no se habian tomado en
cuenta como candidatos para estudios como lo han hecho con la HN y F. En el caso de la

proteina NP del PRV, solo se ha descrito la técnica molecular de RT-PCR cuantitativa,
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desarrollada para la deteccion de las diferentes cepas virales circulantes (Rivera-Benitez et
al 2013).

Adicionalmente, Hernandez y colaboradores en 1998, determinaron que los anticuerpos
producidos en animales infectados con PRV producian anticuerpos contra las proteinas My
NP hasta las 3 y 4 semanas post infeccion, manteniéndose durante las siete semanas que

duro el estudio (Hernandez et al 1998).

Como consecuencia, el interés y la relevancia de la produccion de nuevos antigenos del
PRV, es de suma importancia. En el presente trabajo, las proteinas M y NP se produjeron
por primera vez de manera recombinante utilizando un sistema bacteriano heter6logo,
utilizando como vector de expresion el pET-SUMO. Existen evidencias en otros estudios
de la expresion de versiones truncadas de estas mismas proteinas de otros paramixovirus en
sistemas de E. coli, siguiendo una estrategia similar con resultados alentadores en el
desarrollo de técnicas de diagndstico y proteccidn contra infecciones virales experimentales
(Sui et al 2010; Nida et al 2014).

Por otra parte, la produccion de proteinas recombinantes con el sistema pET-SUMO ha
generado grandes cantidades de antigenos virales funcionales con propiedades antigénicas e
inmunogenicas a pesar de las modificaciones por la adicion de 6-histidinas como etiqueta
para purificacion y la proteina sumo (Nida et al 2014; Bugli et al 2014). En este trabajo se
produjeron cantidades suficientes de proteina recombinante NP y M para realizar los
analisis de SDS-PAGE y Western-Blot e incluso las cantidades que pueden ser suficientes
para realizar ensayos de inmunizacion en ratones, debido a que se reporta que se requieren
400ug de proteina recombinante como dosis por ratén (Xiao et al 2021). En los ensayos de
antigenicidad, los resultados obtenidos de la deteccion mediante Western-Blot, indicaron
gue animales infectados al PRV producian anticuerpos anti-NP y anti-M a partir de los
cinco dias post infeccion a diferencia de lo reportado anteriormente, donde las evidencias
apuntaron a una produccion de anticuerpos hasta la tercera semana Pl (Hernandez et al
2014). La deteccion de proteinas recombinantes en etapas tempranas de la infeccion del
PRV fue posible debido a las capacidades de deteccion de la técnica de Western Blot,
asimismo, esta técnica ha permitido la deteccion con alta especificidad y desde los primeros

dias de infeccion de diversas proteinas virales producidas en E. coli (Alcaraz et al 1995).
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Tres proteinas estructurales del PVR se expresaron de manera recombinante en el presente
trabajo, obteniendo concentraciones suficientes para su andlisis, sin embargo, para lograr
establecer la produccion dirigida a los métodos de diagnostico o vacunacion, es necesario
aumentar la cantidad de proteina recombinante obtenida y disminuir los costos de
produccidn, es por esto, que se establecio el crecimiento de E. coli en medio minimo
mineral y posterior induccion con lactosa, existen diversos ejemplos del escalamiento de la
produccion de proteinas en biorreactor utilizando el medio mineral M9, como sucede con la
produccién del interferon —y humano de BL21 (Khalilzadeh et al 2004) y la coenzima
recombinante Q10, la cual es un importante antioxidante utilizado en medicina humana
(Martinez et al 2015). En el presente estudio, se determino el tiempo en donde el cultivo de
la cepa E. coli-HN, llega a la fase de desaceleracién y cuando el consumo de glucosa esta
en valores insignificantes, se realizd la induccion, en donde, la maxima produccion de
proteina recombinante se detectdé mediante Western Blot a las 6 horas pos induccién. A
pesar de que la expresion en medio M9 retrasa la fase exponencial, la fase lag y la
induccidén con lactosa, en comparacion con medio LB e IPTG como inductor, se compensa
considerablemente comparando los costos de produccion. Por otro lado, el resultado de la
obtencion de la mayor cantidad de proteina se encontrd en cuerpos de inclusion (Piao et al
2016), lo cual, dificulta la recuperacion de la proteina, por lo que el uso del protocolo de
solubilizacion utilizado con la glutation S-transferasa (GST) recombinante a partirt de
Sarkosyl, resulto atil para rescatar nuestras proteinas recombinantes sobreexpresadas en
medio M9 minimo (Massiah et al 2016). De la misma manera, se realizaron ensayos de
solubilizacion con altas concentraciones de urea, como lo reporta Singh et al., 2015,
resultando en la posibilidad de recuperar la rHN-PRV en fase soluble a partir de cuerpos de
inclusion. La cantidad de rHN-PRV obtenida de un biorreactor de cinco litros con medio
minimo mineral M9 y lactosa como inductor fue de 70 mg al final del proceso de

purificacion lo cual fue suficiente para 233 dosis.

El desarrollo a gran escala en la produccion de proteinas recombinantes, representa un reto
dentro de la industria farmacéutica veterinaria, con este trabajo se establecieron las
condiciones de produccion de la proteina recombinante HN en biorreactor utilizando un
medio minimo mineral que, permitié establecer las bases de un bioproceso para la

obtencion de un antigeno viral a bajo costo, factible de ser utilizado con proteinas
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expresadas de E. coli y su futura aplicacion en el desarrollo de pruebas de diagndstico o

vacunas.

Los sistemas de nanoparticulas basadas en lipidos se han utilizado para mejorar la
biodisponibilidad, ademés, se pueden incorporar moléculas tanto hidrofilicas como
hidrofobicas (Danaei et al, 2018). Para la obtencion de las nanoparticulas en el presente
trabajo, se comenzo a seguir la metodologia descrita por Morein y colaboradores en 1984,
con una relacién de reactivos de 2:1:1 Saponina : Colesterol : Fosfolipidos, los tamafios de
particula obtenidos no fueron los esperados (40 y 60 nm), obteniendo tamafios de particulas
menores a 10nm y mayores a 100nm, con un indice de polidispersion (PDI) muy elevado
(mayor a 0.7). Por lo que se realizé la busqueda metodologias mas recientes (Copland el al.,
2000; Demana et al. 2004; Demana et al. 2005), permitiendo implementar el método
denominado hidratacion de filmes lipidicos, trabajando con dos relaciones de saponina :
colesterol : fosfolipidos, dando como resultados nanoparticulas de aproximadamente 50nm
e indice de polidispersion de 0.2, indicando una calidad adecuada y distribucion de tamafio
homogénea (Danaei et al, 2018). Los ISCOMS o complejos inmunoestimulantes se han
utilizado como adyuvantes induciendo inmunidad celular y humoral, son sintetizados con la
saponina Quillaja saponaria, sin embargo, se ha reportado el uso de otra saponina, la
Quillaja brasiliensis como alternativa a la formulacion original, con resultados similares en

la estimulacidn de la respuesta inmune (Cibulski et al, 2016).

La microscopia electrdnica de transmision es una técnica que usa un haz de electrones que
pasan a través de una muestra produciendo una dispersion que permite determinar las
caracteristicas ultraestructurales de una muestra (Kumar, 2013). El empleo de la MET
permiti0 realizar la observacion de las estructuras obtenidas mediante la sintesis del
presente estudio, usando la Quillaja saponaria se obtuvo una estructura idéntica a los
ISCOMs y en el caso del uso de &cido glicirricinico como saponina, se identificaron
estructuras con caracteristicas similares a liposomas, que funcionan como alternativa para
la induccion de respuesta celular, en especifico, linfocitos t citotoxicos CD8+ (Barr et al,
1998).

El &cido glicirricinico ha demostrado en diversos estudios gran actividad antiviral e incluso

actividad inmunoestimulante (Hoever et al, 2005; Huan et al, 2017; Zao et al, 2011). En
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estudios pasados se han desarrollado nanoparticulas de AG con tamafios de entre 200 y
300nm, sin embargo, fue necesaria su evaluacion en sistemas in vitro, debido a la
observacion de efectos citopaticos, logrando determinar la concentracion optima de la

formulacidn, sin dafiar las células (Jardon et al, 2018).
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8. CONCLUSIONES

Se logro la produccion de la proteina recombinante M, NP y HN en el sistema bacteriano E.
coli mediante el vector pET-SUMO.

La caracterizacion de las proteinas M y NP permitieron identificar una inmunodeteccion de
anticuerpos a partir de los cinco dias post infeccién al PRV.

Mediante el sistema de biorreactor se obtuvieron hallazgos alentadores para la produccion a
gran escala y bajo costo de las proteinas recombinantes.

Los ensayos en la sintesis de nanoparticulas permitieron obtener estructuras similares a los
ISCOMS en el caso del uso de la Quillaja saponaria, mientras tanto, con el uso del AG se
lograron obtener estructuras similares a los liposomas con un tamafio adecuado que
aumenta la biodisponibildiad.

Se requieren de estudios posteriores para lograr el acomplamiento de las proteinas
recombinantes del PRV a los sistemas de nanoparticulas y asi lograr su uso en ensayos para
demostrar la generacion de inmunidad al PRV.
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