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Resumen en español 

 

El Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (VSRRP) genera grandes pérdidas 

al sector porcino mundial y es el segundo problema sanitario para los porcicultores en México. 

El desarrollo de vacunas subunitarias recombinantes permitiría proporcionar una alta 

protección contra aislados virales mexicanos. El objetivo de este trabajo fue la expresión de 

dos secuencias diferentes de la proteína GP5 del VSRRP en dos modelos, Escherichia coli  y 

Pichia pastoris, adicionadas con una cisteína reactiva para conjugarse a adyuvantes 

particulados. Una de las secuencias corresponde a la región del ectodominio del virus de un 

aislado mexicano y la otra codifica para la proteína madura GP5 de la cepa vacunal VR-2332 

viva modificada; en ambas secuencias se adicionó un codón para cisteína en sus extremos. 

Asimismo, se diseñaron estrategias para la clonación de tales secuencias en plásmidos de 

expresión de E. coli  (pET102/D-TOPO) y P. pastoris (pPICZα B y pGAPZα B). En P. 

pastoris se transformó la cepa X-33 y SMD1168H; se analizó el genotipo por PCR y el 

fenotipo mediante crecimiento en metanol; la expresión se indujo con metanol al 1%, y se 

analizó la presencia del transcrito. Por otro lado, en E. coli se indujo la expresión con IPTG, se 

analizó la localización de la proteína en la célula y se hizo una purificación parcial de la 

misma. La proteína madura se analizó por Western blot usando un anticuerpo monoclonal 

anti-histidinas presentes en el extremo carboxilo. Se encontró que las transformantes de P. 

pastoris expresan la proteína GP5 madura, o bien, su ectodominio en niveles no detectables. 

Por el contrario, las transformantes de E. coli son capaces de expresar la proteína GP5 madura 

de la cepa vacunal después de la inducción con IPTG. La proteína GP5 adicionada con una 

cisteína, una vez conjugada a adyuvantes particulados, podría inducir la producción de 

anticuerpos neutralizantes contra el VSRRP. 
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Resumen en ingles 

 

ABSTRACT 

 

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) causes great losses to the pig 

industry worldwide and it is the second health problem for swine producers in Mexico. The 

development of recombinant subunit vaccines would provide high protection against mexican 

viral isolates. The aim of this work was the expression of two different sequences of PRRSV 

GP5 protein in two models, Escherichia coli and Pichia pastoris, both of them added with a 

reactive cysteine for conjugation to particulate adjuvants. One of the sequences corresponds to 

the ectodomain region of a mexican viral isolate and the other encodes the mature GP5 protein 

from the modified live vaccine strain VR-2332; in both sequences, a cysteine codon was 

added at their ends. Strategies were designed for cloning such sequences into E. coli 

(pET102/D-TOPO) and P. pastoris (pPICZα B y pGAPZα B) expression plasmids. In P. 

pastoris, strains X-33 and SMD1168H were transformed, genotype was analyzed by PCR and 

phenotype by growth on methanol; expression was induced with 1% methanol and the 

presence of the transcript was analyzed. On the other hand, E. coli expression was induced 

with IPTG, the location of the protein in the cell was determined and its partial purification 

was performed. The mature protein was analyzed by Western blot using an anti-histidine 

monoclonal antibody. It was found that P. pastoris transformants expressed mature GP5 

protein or its ectodomain at undetectable levels. Otherwise, E. coli transformants were able to 

express the mature protein from the vaccine strain after induction with IPTG. GP5 protein 

provided with a cysteine, once conjugated to particulate adjuvants, could induce the 

production of neutralizing antibodies against PRRSV. 
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I. ANTECEDENTES 

 

El presente trabajo forma parte de un proyecto que propone el desarrollo de una plataforma 

que permita mejorar el procesamiento y presentación de un antígeno a las células del sistema 

inmune, de manera que se aumente el potencial inmunogénico contra éste. En tiempos 

recientes, se han generado vacunas basadas en partículas virales que sirven como plataformas 

para exponer antígenos en su superficie, decoradas de manera repetitiva y ordenada, que 

inducen una respuesta análoga al de un adyuvante. Los esquemas para acoplar los antígenos a 

estos adyuvantes particulados pueden ser mediante fusiones traduccionales o a través de la 

conjugación química de los grupos reactivos de lisinas y cisteínas presentes en las proteínas 

nativas, o bien, incorporarlos mediante técnicas de ingeniería genética, tanto en las proteínas 

formadoras de partículas como en los antígenos. La característica relevante del esquema de 

conjugación química para presentación es que cada uno de sus componentes son sistemas 

modulares independientes que pueden diseñarse, obtenerse y evaluarse  individualmente en 

diferentes sistemas de expresión, lo cual hace extensivo el uso de esta tecnología para el 

desarrollo de vacunas subunitarias que ayuden a la prevención de diferentes enfermedades. En 

la actualidad, la ingeniería genética ha permitido explorar nuevos sistemas de expresión para 

la producción de antígenos como proteínas subunitarias recombinantes de interés 

farmacéutico. Tal es el caso del Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino 

(VSRRP) que genera grandes pérdidas al sector porcino mundial y es el segundo problema 

sanitario para los porcicultores en México. El VSRRP es un virus de ARN de cadena sencilla, 

polaridad positiva, perteneciente a la familia Arteriviridae y que ha sido reconocido como el 

agente causal de falla reproductiva en cerdas adultas y enfermedad respiratoria en lechones. 

Debido a su alta variabilidad genética y antigénica ha sido separado en dos genotipos, europeo 

y americano, lo que ha dificultado su control y erradicación por la vía de la vacunación 

convencional, que utiliza como inmunógenos el virus en estado atenuado o inactivo de cepas 

americanas o europeas, que si bien confieren una respuesta inmune, tienen como 

inconveniente conferir protección sólo contra cepas homólogas y no contra cepas heterólogas, 

lo que ha impulsado el desarrollo de propuestas para vacunas de nueva generación entre las 

que se encuentra el uso de proteínas recombinantes de los diferentes antígenos del VSRRP. 
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Los trabajos de investigación con fines farmacéuticos se han enfocado en la secuencia del 

ORF5 del virus, que codifica para la glicoproteína 5 (GP5) de envoltura que se ha identificado 

como la más inmunogénica entre los antígenos del virus y los anticuerpos que genera son los 

más importantes en el proceso de neutralización de éste. Su naturaleza neutralizante ha 

despertado el interés en la búsqueda de un mejor sistema de presentación de la proteína GP5 al 

sistema inmune, que resulte en la inducción de una mayor y rápida respuesta inmune humoral 

y celular. La presentación de GP5 como antígeno en la superficie de partículas virales 

mediante conjugación química es una alternativa que aún no ha sido explorada.  

 

El planteamiento global del proyecto que dio origen a esta investigación, contempló la 

generación de dos módulos para el ensamblaje molecular de antígenos proteicos a adyuvantes 

particulados por conjugación química a través de residuos de lisinas y cisteínas. Actualmente, 

ya se cuenta con un modelo de la estructura de la proteína de la cápside del virus del jaspeado 

del tabaco (TEV) con cinco posibles residuos de lisina reactiva disponibles en superficie. Por 

lo que el presente trabajo se ha enfocado en el diseño y evaluación de plásmidos para la 

expresión del antígeno recombinante GP5 del VSRRP, etiquetado con una cisteína, en 

Escherichia coli y Pichia pastoris. Para ello, se planteó un diseño in silico de una región del 

ectodominio de GP5 expresado en P. pastoris bajo un promotor inducible, así como un diseño 

de la proteína GP5 madura (sin péptido señal) de la cepa vacunal expresada en P. pastoris bajo 

un promotor constitutivo y en E. coli bajo un sistema de expresión pET, con fines de 

purificación por afinidad para que,  en estudios posteriores, se evalúe la disponibilidad de 

residuos de cisteína, así como su inmunogenicidad. 
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II. DEFINICIÓN DEL TEMA 

 

Es posible expresar la proteína GP5 del Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo 

Porcino, adicionada con una cisteína  para conjugación química a adyuvantes particulados, en 

dos modelos de expresión: uno procarionte (Escherichia coli) y otro eucarionte (Pichia 

pastoris).  
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III. JUSTIFICACIÓN 

Actualmente, la infección con el Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino es 

controlada con vacunas convencionales que contienen el virus atenuado (MLV) o muerto 

(KV) que proporcionan inmunidad contra cepas homólogas pero no contra cepas heterólogas, 

lo que ha impulsado el desarrollo de vacunas recombinantes subunitarias utilizando los 

hallazgos recientes en la biología molecular del virus. Las investigaciones de los diferentes 

antígenos del virión han demostrado que la proteína GP5 es la más inmunogénica y de mayor 

interés para la producción de anticuerpos neutralizantes. GP5 como subunidad antigénica 

requiere de la presencia de adyuvantes para mejorar el estímulo de la respuesta inmune en el 

organismo. Recientemente, el uso de partículas virales se ha considerado como una plataforma 

de exposición de antígenos que puede funcionar como un adyuvante particulado, haciendo uso 

de residuos de lisinas y cisteínas reactivas disponibles que permitan conjugar el antígeno a 

través de un puente químico. En esta estrategia, tanto el antígeno como el adyuvante se 

trabajan como sistemas modulares que pueden obtenerse de manera independiente en 

diferentes modelos de expresión. En el presente trabajo, se propuso diseñar y expresar una 

proteína recombinante GP5 adicionada con una cisteína para conjugación química en dos 

modelos de expresión,  Escherichia coli  y Pichia pastoris. El primero ya ha sido utilizado 

para la expresión de GP5 mientras que el segundo aún no. 
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IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Evaluar la expresión de la proteína GP5, modificada con cisteínas para conjugación química, 

del Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino en dos modelos: procarionte y 

eucarionte.  

 

Objetivos particulares 

1. Modificar el gen gp5 del Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino con una 

etiqueta que contiene una cisteína y clonar en vectores para expresión en E. coli  y P. 

pastoris.  

2. Generar transformantes de E. coli y P. pastoris con el gen gp5 modificado del Virus del 

Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino. 

3.  Analizar la expresión de la proteína recombinante GP5 modificada en E. coli  y P. 

pastoris.  

4. Obtener los antígenos recombinantes de GP5 purificados por cromatografía de afinidad.  

5. Evaluar la disponibilidad de cisteínas en los antígenos modificados de la proteína GP5 para 

conjugación química.  
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V. FUNDAMENTACIÓN  

V.1. Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino 

La enfermedad del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (SRRP) ha afectado 

al ganado porcino desde 1987 en los Estados Unidos de América (EUA) y en Europa a partir 

de 1990; desde entonces, se ha extendido rápidamente en la mayoría de los países productores 

de cerdo en el mundo (Bautista y col., 1993; Mardassi y col., 1994), siendo actualmente 

endémico en muchos países (Dea y col., 2000). Debido a esto, se encuentra inscrita en la lista 

de enfermedades notificables de la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE), capítulo 

1.2, artículo 1.2.3 (OIE, 2012; Arias y col., 2003). En México, el Servicio Nacional de 

Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) en el 2010 reportó que el SRRP 

es la segunda causa de mortalidad en cerdos después del Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) y 

su presencia en granjas productoras de cerdos se encuentra distribuido ampliamente en casi 

todos los estados de la república (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribución nacional con casos seropositivos al Síndrome Respiratorio y 

Reproductivo Porcino (SENASICA, 2010). 

El Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (VSRRP) es el agente 

causal de la enfermedad del SRRP. Se caracteriza principalmente por generar alteraciones 

reproductivas en cerdas gestantes, así como problemas respiratorios en lechones lactantes y 

posteriores al destete (Suarez, 1995; Arias y col., 2003; Charerntantanakul y col., 2006). El 
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VSRRP penetra por vía oronasal, intramuscular, intraperitoneal, vaginal y transplacentaria 

(Dee y Molitor 1998; Arias y col., 2003), replicándose en células del sistema mononuclear 

fagocítico, principalmente, macrófagos alveolares y células dendríticas (Mardassi y col., 

1994), para luego desencadenar una viremia prolongada a nivel sistémico, lo que conduce a las 

manifestaciones clínicas que originan las fallas reproductivas (abortos tardíos, muertos, 

lechones débiles y momificados) e inflamación pulmonar (Suarez, 1995; Dee y Molitor 1998; 

Dea y col., 2000). Asímismo, el virus es capaz de modular el sistema inmune porcino durante 

las primeras semanas postinfección (PI), (Mateu y Díaz., 2007; Campa y col., 2009), 

diseminarse en el organismo a través de un mecanismo dependiente de anticuerpos (Flores y 

col., 2009) e inhibir mecanismos de defensa innata para evitar una respuesta inflamatoria que 

desarrolle una respuesta adaptativa (Campa y col., 2009), lo que origina un retardo en la 

producción de anticuerpos neutralizantes (AN). Por esto, se han desarrollado técnicas de 

detección para el diagnóstico temprano de la enfermedad, donde se contemplan el estudio de 

signos clínicos del cerdo, la detección del ácido nucleíco viral por PCR, técnicas serológicas 

para detectar anticuerpos anti-PRRS (IPMA, ELISA, IFD, etc.), así como aislamientos del 

virus en cultivos de macrófagos alveolares porcinos (MAP) o líneas celulares continuas (CL-

2621 o MARC-145) (Bautista y col., 1993; Arias y col., 2003). 

 

V.2 Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino 

V.2.1 Etiología del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino. 

El VSRRP pertenece a la familia Arteriviridae, género Arterivirus, orden Nidovirales 

(Mardassi y col., 1994; Dea y col., 2000; Arias y col., 2003). Una característica importante del 

este virus es su alta variabilidad genética y antigénica. En base a las diferencias genéticas 

encontradas en los aislados virales, el VSRRP se clasifica en dos genotipos: europeo (virus 

Lelystad) y americano (VR-2332). Estos genotipos presentan una similitud de nucleótidos de 

55- 70% cuando se compara todo el genoma y se reporta una mayor diversidad genética entre 

los aislados americanos en comparación con los europeos. Esta alta variabilidad del VSRRP 
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complica el desarrollo de una respuesta inmune efectiva entre cepas heterólogas ante una 

reinfección. (Bautista y col., 1993; Flores y Hernández, 2010). 

V.2.2 Organización del genoma y proteínas del VSRRP 

Una imagen por microscopía electrónica muestra que la partícula del VSRRP es esférica, 

con una envoltura de 50-72nm de diámetro y una nucleocápside de forma icosahédrica con 25-

30nm (Mardassi y col., 1994; Dea y col., 2000; Arias y col., 2003; Dokland, 2010). En la 

nucleocápside se engloba una molécula de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva de 

aproximadamente 15 kb (Dea y col., 2000). Su genoma es policistrónico, compuesto en el 

extremo 5’ de una estructura cap-metilada (Kimman y col., 2009)  y una región corta no 

traducida (UTR),  seguida de nueve marcos de lectura abierta (ORF) llamados ORF 1a, ORF 

1b, ORFs 2 al 7 y en el extremo 3’ una región UTR seguida de una cola de poli A con un 

máximo de 20 adeninas (Suarez, 1995; Charerntantanakul y col., 2006; Phani y col., 2010). 

La síntesis de los ORFs se procesa a partir de una secuencia líder que contiene siete 

ARNm subgenómicos anidados en el extremo 3’ terminal donde se superponen unos a otros en 

los extremos (Kimman y col., 2009; Dea y col., 2000). Conforme a datos de la secuencia, el 

ORF 1 subdividido en ORF 1a y ORF 1b representa casi el 75% del genoma viral y codifica 

para poliproteínas no estructurales con aparente actividad replicativa y de polimerasa; los 

ORFs del 2 al 4 (GP2, GP3 y GP4, respectivamente) codifican para glicoproteínas menores 

asociadas a membrana y los ORFs del 5 al 7 (GP5, M y N, respectivamente) codifican para 

tres proteínas estructurales. (Dea y col., 2000; Ostrowski M. y col., 2002).  

La expresión de estos genes ha mostrado variabilidad entre las cepas de los genotipos 

LV y VR-2332 (Cuadro 1), identificando a los ORF3, ORF4 y ORF5 como los más variables, 

mientras que, los ORF2, ORF6 y ORF7 son los más conservados (Dokland, 2010; Flores y 

Hernández, 2010, Cruz y col., 2010).  
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Cuadro 1. Comparación de los ORFs entre los genotipos VR-2232 y LV. 

ORF 
Aminoácidos pI N-glicosilaciones 

VR-2332 LV VR-2332 LV VR-2332 LV 

2 256 249 11 10.2 2 2 

3 254 265 8.1 9.4 7 7 

4 178 183 7.9 6.1 4 4 

5 200 201 8.3 8.2 3 2 

6 174 173 11.3 11.9 1 2 

7 123 128 13.8 11.2 1 1 

Murtaugh y col., 1995 

En la Figura 2 se esquematiza la organización de los genes en el genoma del VSRRP y 

la subsecuente localización de cada uno de sus componentes en el virus. La función de las 

proteínas asociadas a membrana se describe en el Cuadro 2. 

 

Figura 2. Representación esquemática de una partícula del Virus del Síndrome Respiratorio y 

Reproductivo Porcino. La partícula del virión requiere de homodímeros de la nucleocápside (N) que encapsulen el 

ARNm y la envoltura se conforma de complejos formados entre GP2-GP3-GP4 que interactúan con el complejo formado por 

GP5-M (Dokland, 2010). 
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Cuadro 2. Las proteínas de membrana del VSRRP. 

Proteína Características Función 

Glicoproteína 2  

(30KDa) 

Es expresada a través de un 

ARN bicistrónico (ORF2a y 

ORF2b). 

Esencial en la replicación del 

virus
b
. Se ha encontrado una 

pequeña participación en la 

fusión y/o internalización viral
a
. 

Glicoproteína 3  

(42-45KDa) 

Es la segunda proteína más 

heterogénea del virus. Tiene una 

débil asociación a la membrana 

viral y es capaz de ser secretada 

extracelularmente
b
. 

La forma secretada se asocia a 

cerdos infectados con alto grado 

de inmunogenicidad, pero no se 

relaciona con el inicio de la 

infección viral
b
. 

Glicoproteína 4  

(29-35KDa) 

Proteína de menor 

inmunogenicidad con epítopes 

neutralizantes no conservados. 

Interactúa con el receptor del 

macrófago CD163
c
. Induce la 

producción de anticuerpos 

neutralizantes. 

Glicoproteína 5  

(25-26KDa) 

Es la glicoproteína más  

abundante en la superficie del 

virion y la más variable en el 

genoma. 

Induce apoptosis y la 

internalización del virus a la 

célula. Además, es la más 

inmunogénica en la producción 

de anticuerpos neutralizantes
b
. 

Matriz  

(18-19KDa) 

Proteína no glicosilada y más 

conservada del virus
c
. 

Involucrada en el inicio de 

ensamblaje del virón. Forma un 

heterodímero con la proteína 

GP5
a
. 

Nucleocápside  

(14-15KDa) 

Es la más abundante (de 20-

40% del virion)
a
. Da la forma 

icosahédrica a la cápside del 

virus
b

. Forma homodímeros a 

través de enlaces disulfuro
c
. 

Interactúa con el ARN del 

genoma
b
. En células infectadas, 

regula la transcripción
a
 al unirse 

al ARN ribosomal
c
. Es la más 

inmunogénica en la producción 

de anticuerpos no-

neutralizantes
b,c

. 
a 
Dokland, 2010 

b 
Dea y col., 2000 

c 
Phani y col., 2010 
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V.2.3 Respuesta inmune frente al VSRRP en la producción de anticuerpos neutralizantes 

 

La característica del VSRRP de ser multigénico hace que su virulencia resida tanto en 

proteínas estructurales como no-estructurales (Kimman y col., 2009). La respuesta inmune 

durante la infección del virus induce la producción de anticuerpos neutralizantes (AN) y no-

neutralizantes (ANN), donde la respuesta humoral mediada por células T se dirige contra 

GP2a, GP3, GP4, GP5, M y N (Bautista y col, 1999, Kimman y col., 2009). Los primeros y 

más abundantes anticuerpos circulantes contra el VSRRP aparecen a los 5 días post-infección 

(PI) contra la proteína N y a las dos semanas PI contra la proteína M, pero estos anticuerpos 

no contienen la viremia al ser de naturaleza no-neutralizante (Dea y col., 2000; Kimman y 

col., 2009). 

Los epítopes para la producción de AN están presentes en GP3, GP4 y GP5, y son 

detectados hasta cuatro semanas PI (Ansari y col., 2006; Kimman y col., 2009; Plagemann, 

2006), siendo los AN contra la proteína GP5 los más importantes en la neutralización del virus 

(Ostrowski y col., 2002; Ansari y col., 2006; Mateu y Díaz., 2007). 

Se han asociado diferentes mecanismos de evasión del virus para explicar esta respuesta 

tardía en la producción de AN: 1) El virus suprime la respuesta inmune al alterar la producción 

de citocinas proinflamatorias (IFN-α, IL-12, IL-10, TNF-α) en macrófagos y células 

dendríticas, lo que aumenta la supervivencia del virus en animales infectados (Bautista y col, 

1999; Mateu y Díaz., 2007; Kimman y col., 2009; Phani y col., 2009);      2) El virus modifica 

la expresión de moléculas involucradas en la presentación del antígeno (MHC-I/-II) (Mateu y 

Díaz., 2007), lo que disminuye la presentación a células T (Flores-Mendoza y col., 2008; 

Kimman 2009); 3) Existe un retraso en el reconocimiento de epítopes neutralizantes debido a 

que el virus escapa a los AN anti-VSRRP internalizándose en la célula vía endocitosis por el 

receptor Fc de anticuerpos a través de las proteínas N y GP5 del virus (Dokland, 2010); 4) La 

presencia de epítopes señuelos inmunodominantes adyacentes a epítopes neutralizantes en 

GP5 provocan una respuesta temprana y robusta de anticuerpos no-neutralizantes, 

enmascarando el reconocimiento de epítopes neutralizantes (Bautista y col., 1993; Ostrowski y 

col., 2002; Fang y col., 2006); 5) La presencia de N-glicanos de las glicoproteínas actúan 
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como escudo de manera que los anticuerpos no se unen a los epítopes neutralizantes (Ansari y 

col., 2006; Phani y col., 2010). Sin embargo, la viremia es controlada al producirse AN anti-

GP5, siendo éstos lo más efectivos contra el VSRRP; lo que sugiere que esta proteína es la 

principal determinante de la protección inmunitaria en el cerdo (Dokland, 2010). 

 

V.3 La glicoproteína 5 como modelo antigénico 

V.3.1 Topología de GP5 

La glicoproteína 5 del VSRRP, de aproximadamente 26KDa (200 aminoácidos), es la 

proteína de mayor interés inmunogénico en la producción de AN. Se encuentra asociada a la 

membrana en forma de heterodímeros con la proteína Matriz a través de un enlace disulfuro 

entre la Cys 9 de la proteína M y la Cys 48 de GP5 en una región corta del ectodominio (Dea y 

col., 2000; Ansari y col., 2006; Kimman y col., 2009; Dokland, 2010). 

En la estructura de GP5, se tiene un péptido señal N-terminal putativo seguido de dos 

dominios de importancia antigénica, uno localizado dentro del ectodominio N-terminal (27-41 

aminoácidos) y el otro en el dominio C-terminal (130 a 200 aminoácidos) (Dea y col., 2000). 

En la Figura 3 se esquematiza la proteína GP5 en la membrana del virión, donde se ha 

identificado en la región del ectodominio un epítope no-neutralizante (27-31 aminoácidos) 

seguido de un epítope neutralizante (37-41 aminoácidos) (Ostrowski y col., 2002) flanqueados 

por sitios de N-glicosilación de alta manosa (Plagemann, 2006; Ansari y col., 2006).  

Se ha propuesto que la región hipervariable corresponde del aminoácido 27 al 41 más 

dos regiones expuestas (57-70 y 121-130 aminoácidos), seguida de tres regiones hidrofóbicas 

conservadas que atraviesan la membrana del virus y que terminan con un dominio 

citoplasmático (42–56, 71–120 y 131–200 aminoácidos) (Plagemann, 2006; Kimman y col., 

2009; Dokland, 2010). 
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Figura 3. Topología de la proteína GP5 en el VSRRP (Cruz y col., 2010) 

 

V.3.2 La naturaleza neutralizante de GP5 

La capacidad de la proteína GP5 del VSRRP de inducir la producción de anticuerpos 

neutralizantes radica en epítopes que pueden ser reconocidos en el ectodominio de la proteína 

(Ostrowski y col., 2002; Mateu y Díaz., 2007). Ostrowski y col. en el 2002 identificaron dos 

epítopes lineales (Fig. 3), que se localizan en la región expuesta (ectodominio) N-terminal de 

la proteína madura, involucrados en montar una respuesta humoral en el cerdo de manera 

independiente ya que pueden ser reconocidos simultáneamente por diferentes poblaciones de 

anticuerpos durante toda la respuesta inmune (Ostrowski y col., 2002; López y Osorio., 2004).  

Durante la viremia, los primeros anticuerpos que reconocen el ectodominio de GP5 se 

dirigen contra un sitio altamente inmunogénico, denominado epítope A, que corresponde del 

aminoácido 27 al 30 (VLVN) de la proteína. Este epítope se caracteriza por ser 

inmunodominante, hipervariable entre los aislados del virus e inducir una producción 

temprana pero fuerte de anticuerpos no-neutralizantes, por lo que se ha propuesto que es un 

epítope que funciona como señuelo del virus, distrayendo momentáneamente el 

reconocimiento del principal epítope neutralizante (Ostrowski y col., 2002; López y Osorio., 

2004; Mateu y Díaz., 2007; Flores y Hernández, 2010). 
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El epítope principal que le confiere la naturaleza neutralizante a la proteína GP5, se 

localiza en tan solo siete residuos del epítope A, entre los aminoácidos 37 al 44 (HFQSIYN) y 

se denomina epítope B. Diferentes estudios han demostrado que este epítope se encuentra 

conservado entre los diferentes aislados del virus y se caracteriza por ser reconocido 28 días PI 

e inducir la producción de anticuerpos neutralizantes que permiten contener la viremia contra 

VSRRP (Ostrowski y col., 2002; López y Osorio., 2004; Mateu y Díaz., 2007).    

Por otra parte, existe una correlación entre el incremento en los títulos de anticuerpos 

neutralizantes anti-epítope B y un decremento en los niveles de anticuerpos anti-epítope A 

(Ostrowski, 2002), lo que sugiere que la proximidad del epítope A al epítope B suprime el 

reconocimiento de éste último (Mateu y Díaz., 2007), retrasando la producción de anticuerpos 

neutralizantes anti-VSRRP; sin embargo, la respuesta neutralizante contra el epítope B no sólo 

se ve afectada por la cercanía del epítope A, sino también por ser una región altamente 

glicosilada (Cuadro 1), donde dos a tres sitios de N-glicosilación flanquean al epítope B 

(Ostrowski y col., 2002; Mateu y Díaz., 2007).  

Independientemente de los mecanismos de evasión que tiene el virus para no ser 

neutralizado, la respuesta inmune contra el epítope B, aún cuando sea tardía y/o débil, confiere 

un efecto protector ante una reinfección con el VSRRP mediante una respuesta rápida y fuerte 

de anticuerpos neutralizantes (López y Osorio., 2004).  En consecuencia, se ha planteado que 

la proteína GP5 es el antígeno del VSRRP de mayor interés vacunal.  

V.3.3 GP5 como candidata a subunidad recombinante 

V.3.3.1 Alternativas para vacunas de nueva generación 

En la actualidad se cuenta con métodos comerciales de vacunación contra el VSRRP que 

utilizan como inmunógenos el virus en estado atenuado o inactivo de cepas americanas (VR-

2332) o europeas (LV), que si bien confieren una respuesta inmune celular y/o humoral en el 

cerdo, tienen como inconveniente sólo conferir protección contra cepas homólogas y no 

contra cepas heterólogas. Por esta razón, se ha inclinado la investigación en buscar el 

aumento en la respuesta celular, la producción de anticuerpos neutralizantes y fomentar una 
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respuesta entre cepas heterólogas. Una de las estrategias consiste en probar diferentes 

adyuvantes para mejorar la respuesta celular como  citocinas recombinantes (IL-12 o IFN-α) 

(Flores y Hernández, 2010), usar agentes que inducen una respuesta inflamatoria en el cerdo, 

como la toxina del cólera probada por  Foss y col. en el 2002  o utilizar oligodeoxinucleótidos 

como inmunoestimuladores (Linghua y col., 2006), con resultados aún inconsistentes.  Otras 

alternativas consisten en desarrollar vacunas de ADN, utilizar virus como vectores o el uso de 

proteínas recombinantes de los diferentes antígenos del VSRRP (Charerntananakul, 2009), 

como posibles propuestas para vacunas de nueva generación.  

Para el desarrollo de vacunas de ADN, prácticamente se han evaluado todos los ORFs 

del VSRRP en distintos plásmidos. No obstante, diferentes autores reportan que ante la 

inoculación con estos ORFs solo se ha encontrado una respuesta de anticuerpos contra la 

proteína N (ORF7) (Flores y Hernández, 2010).  

También se ha evaluado el uso de virus como vectores para expresar diferentes 

inmunógenos del VSRRP en cerdos. Tal es el caso del trabajo de Tian y col. en el 2006 con el 

virus de la pseudorrabia (PRV, por sus siglas en inglés, causante de la enfermedad de 

Aujeszky), al cual se inserto la secuencia de GP5 y aunque mostró una protección en los daños 

en pulmón de cerdos infectados con el VSRRP no se detectaron niveles de AN, a diferencia de 

lo obtenido por Wang y col. en 2007, los cuales utilizaron un pseudotipo de baculovirus que 

coexpresó el heterodímero GP5-M; la evaluación de la inmunogenicidad en ratones mostró 

altos títulos de AN anti-GP5 pero no de INF-γ específico contra VSRRP. Estos resultados 

fueron similares a los obtenidos por Zheng y col. en 2007, que trabajaron con el virus Ankara 

(rMVA, virus recombinante de viruela modificado) que contenía el heterodímero GP5-M; de 

igual manera, se obtuvo en ratones un aumento de AN anti-GP5 pero hasta la séptima semana 

PI, y a diferencia de Wang y col. Se obtuvo una ligera pero tardía producción de INF-γ a los 

30 días PI. El modelo  del virus de la viruela aviar (FPV, por sus siglas en inglés) también fue 

trabajado por Shen y col. en 2007, conteniendo el heterodímero GP3-GP5 más IL-18 como 

adyuvante en el plásmido y se observó en cerdos una reducción de la carga viral en pulmones 

y ganglios, los títulos de AN fueron aumentando conforme a los días, hubo un aumento de 

linfocitos CD4
+ 

y CD8
+
 más un aumento de INF-γ. Finalmente, en cuanto a adenovirus, que 
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son sistemas de expresión ampliamente usados en el desarrollo de vacunas (Jinshun y col., 

2010), Jiang y col. en 2008 usaron adenovirus recombinantes como vectores para examinar la 

inmunogenicidad de GP3, GP4 y GP5 en ratones, demostrando que la expresión conjunta de 

GP3-GP5, GP4-GP5 o GP3-GP4-GP5 fusionadas es más inmunogénica que su expresión de 

forma individual; incluso, observaron que la respuesta de linfocitos citotóxicos (CTL) es 

mayor cuando están fusionadas GP3-GP5 o GP3-GP4-GP5. Asímismo, Jiang y col. en 2006 

evaluaron la respuesta inmune con adenovirus recombinantes que expresaron GP5, M o GP5-

M, observando que la expresión de GP5-M induce un título mayor de AN. 

En las alternativas de uso de proteínas recombinantes se han utilizado bacterias como 

Salmonella typhimurium y el bacilo Calmette-Guérin (BCG) de Mycobacterium bovis como 

vectores para la expresión de GP5 y la proteína M del VSRRP.  Bastos y col. en el 2003 

expresaron las proteínas GP5 truncada (carece de los primeros 30 residuos) y M en la 

membrana de Mycobacterium, detectaron anticuerpos anti-GP5 y anti-M a los 30 días 

posteriores a la inoculación en cerdos y demostraron una protección parcial contra el virus. 

Además, Jiang y col. en el 2004 utilizaron la cepa atenuada de S. typhimurium para evaluar la 

respuesta inmune a GP5 vía oral, utilizando para ello un plásmido que codificaba a GP5 

(pcDNA3-GP5) contenido en S. typhimurium; sin embargo, observaron que utilizar S. 

typhimurium como vector de expresión no marcó ninguna diferencia respecto a la utilización 

de ADN del ORF5 desnudo, resultando en ambos casos en una respuesta humoral y celular 

prácticamente nula. 

V.3.3.2 Los avances en el estudio de GP5 

En modelos de expresión virales como los adenovirus, la respuesta inmunológica en la 

producción de AN ha sido débil y tardía (Jiang y col., 2002), mientras que la reportada en co-

expresión con la proteína M induce un título mayor de AN pero aún en periodos largos (Jiang 

y col., 2006; Zheng y col., 2007); la forma heterodimérica de GP5-M pudiera no exponer el 

epítope B de GP5 responsable de inducir la producción de AN. 

Algunos trabajos han utilizado líneas celulares como BHK-21 y MARC-145 para 

expresar la proteína GP5 nativa o sintética, realizar análisis de inmunogenicidad y 
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antigenicidad de esta proteína, así como medir los niveles de producción de AN (Ansari y col. 

en 2006; Bin Li y col. en 2009; Ren  y col., 2011). A su vez, el sistema de expresión 

bacteriano más ampliamente utilizado en la producción de la proteína GP5 nativa o sintética 

ha sido Escherichia coli, aunque también se cuenta con trabajos como los de Chia y col. en 

2010 y 2011 donde se evalúa la inmunogenicidad de la proteína GP5 expresada en plantas de 

tabaco que son suministradas vía oral a los cerdos.  

Algunos trabajos se han enfocado en mejorar el procesamiento y presentación de la 

proteína GP5 en la célula. Hou y col. en 2008 determinaron la respuesta inmune de cerdos 

vacunados con un plásmido que co-expresaba GP5 y una ubiquitina porcina y la respuesta de 

anticuerpos fue nula por la rápida degradación intracelular de la proteína ubiquitina-GP5, sin 

dejar nivel de interacción con linfocitos B; por su parte, Pyo y col. en 2010 sintetizaron 

péptidos de diferentes dominios de la proteína GP5 con una cisteína adicional en el N-terminal 

para conjugarla a una proteína inmunogénica, hemocianina de lapa californiana KLH (por sus 

siglas en inglés); al igual, se ha propuesto que la inserción de una secuencia PADRE (Pan DR 

helper T cell epitope) entre los epítopes A y B de una proteína sintética de GP5 aumenta la 

producción de AN en un corto periodo en ratones (Fang y col. en 2006; Wang y col. 2007; Bin 

Li y col. en 2009; Flores y Hernández, 2010). Sin embargo, aún se continúan los avances en el 

mejoramiento de la exposición de la proteína GP5 de forma individual al sistema inmune. 

 

V.4 Plataforma de presentación de antígenos. 

V.4.1 Partículas virales como adyuvantes proteicos 

Existen subunidades de proteínas, como GP5, que por sí solas en estado soluble son 

pobremente inmunogénicas a pesar de su naturaleza nativa y requieren de adyuvantes para 

mejorar la estimulación en el sistema inmune (Jegerlehner y col., 2002; Ludwing y Wagner, 

2007); desafortunadamente, muchos adyuvantes causan efectos tóxicos o de inflamación  

(Lechner y col., 2002). Una alternativa que se ha considerado en los últimos años, es el uso de 

virus o partículas tipo virus como plataformas proteicas  que exponen en la superficie de su 

envoltura los antígenos al sistema inmune (Schöll y col., 2005). 
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Las partículas tipo virus (PTV´s), a diferencia de los virus, se caracterizan por ser 

complejos de proteínas virales, sólamente estructurales, que conservan la habilidad de auto-

ensamblarse sin requerir la presencia del genoma viral (Peralta y col., 2009); además,  su 

estructura semeja la de un virus inmaduro en su cápside o envoltura, pero carece de material 

replicativo como ADN o ARN, lo que significa que no son infecciosas (Roy y Noad, 2008). 

Tanto las PTV’s como las partículas virales sirven como plataformas de exposición de 

antígenos y permiten presentarlos tanto en su forma nativa, con un orden y orientación para 

que sean ampliamente reconocidos por los receptores de las células B (BCR, por sus siglas en 

inglés) (Lechner y col., 2002; Ludwing y Wagner, 2007).  

Ambas estructuras virales son de naturaleza proteica, ordenada y altamente repetitiva 

que muestran una alta densidad de epítopes expuestos (Peralta y col., 2009). Tales 

características hacen posible que estas estructuras virales sean fácilmente capturadas por 

células presentadoras de antígenos (CPA) y que haya un aumento en la estimulación de la 

respuesta por el complejo de histocompatibilidad (MHC) clase I y II, además de activar la 

respuesta de la inmunidad  innata a través del reconocimiento y estimulación de las células B y 

la proliferación de células CD4
+
 y CD8

+
 (Schöll y col., 2005; Ludwing y Wagner, 2007; Roy y 

Noad, 2008); por último, estas partículas son capaces de romper la tolerancia causada por la 

fuerte activación de células B (Jegerlehner y col., 2002; Lechner y col., 2002). 

V.4.2 Estrategias para la presentación de antígenos 

Actualmente, existen dos estrategias para la presentación de antígenos en la superficie de 

las partículas virales: mediante fusiones traduccionales o a través de la conjugación química. 

En el primer caso, se incorporan, mediante manipulación del ADN, secuencias del antígeno 

dentro de la secuencia de la proteína que forma partículas, en su extremo amino,  carboxilo o 

en las regiones expuestas, de manera que, cada subunidad presente en la partícula está provista 

con una parte del antígeno (Grasso y Santi, 2010). La desventaja de las fusiones traduccionales 

es el tamaño de las secuencias aminoacídicas que se pueden incorporar sin comprometer la 

capacidad de las proteínas de auto-ensamblarse y formar la partícula. Con excepción de la 

proteína verde fluorescente (Kratz y col., 1999),  por lo general, las secuencias no deben 
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exceder de 20 aminoácidos (Jegerlehner y col., 2002). Debido a ello, esta estrategia impide 

presentar proteínas más complejas que en ocasiones están involucradas en la inducción de una 

respuesta inmune adecuada (Werner y col., 2006).  

Por el contrario, en la estrategia de conjugación química, no existe limitación aparente 

en cuanto al tamaño del antígeno que se desea presentar. La conjugación química consiste en 

acoplar químicamente las partículas a los antígenos a través de los grupos reactivos de lisinas 

y cisteínas presentes en las proteínas formadoras de partículas y los antígenos (Fig. 4) 

(Jegerlehner y col., 2002). Se pueden utilizar los grupos reactivos ya presentes en las 

proteínas, o bien, incorporarlos mediante técnicas de ingeniería genética para lograr una 

conjugación más eficiente. Por lo tanto, la conjugación química partícula-antígeno permite la 

presentación de una cantidad mayor de determinantes antigénicos de una proteína al sistema 

inmune, con lo que, probablemente, se aumente la respuesta inmune y se mejoren los niveles 

de protección en el individuo vacunado (Lechner y col., 2002; Smith y col., 2006).  

 

Figura 4. Grupos reactivos para conjugación de proteínas (Lee y col., 2009). 

 

V.4.3 Conjugación química antígeno-adyuvante 

Muchos de los esquemas de conjugación proteína-proteína subyacen en el estudio de la 

química fundamental de los aminoácidos como lisina, ácido glutámico o ácido aspártico, 

cisteína y los menos usados tirosina y residuos con anillos fenólicos, tal como se muestra en la 
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Figura 4 (Lee y col., 2009), así como en el estudio de sus interacciones químicas en un estado 

reactivo que permitan que la reacción entre dos moléculas de la misma naturaleza se lleve a 

cabo de manera controlada (Díaz y Finn. 2007; Grasso y Santi, 2010). Dichas reacciones se 

realizan haciendo uso de los residuos aminoacídicos reactivos naturalmente expuestos o 

incorporados mediante ingeniería genética para lograr una conjugación más eficiente (Grasso 

y Santi, 2010). 

En la reacción de conjugación química se utiliza comúnmente el grupo amino funcional 

de los residuos de lisina y cisteína para conjugar ambas proteínas (Lechner y col., 2002). Esta 

unión se consigue a través de un reactivo que funciona como entrecruzador o puente químico, 

por ejemplo, el entrecruzador Sulfo-MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosuccinimide 

ester) usado para unir covalentemente haptenos a proteínas acarreadoras. Este puente es de 

tipo heterobifuncional, ya que en cada uno de sus extremos tiene un grupo químicamente afín 

con la lisina o cisteína; por un lado, se encuentra un grupo  N-hidroxisulfosuccinamida- ester 

que reacciona con el grupo amino de la lisina y por el otro un grupo maleimida (o en su caso 

bromoacetamida) que reacciona con el grupo tiol de la cisteína.  Se ha propuesto que se 

requieren varios sitios de unión de lisinas y un solo residuo de cisteína para que se lleve a cabo 

la conjugación, en tanto que, el entrecruzador asegura que las proteínas se encuentren en su 

adecuada orientación. (Lechner y col., 2002; Lee y col., 2009; Grasso y Santi, 2010). 

Actualmente, se cuenta con un modelo in silico de la estructura de la proteína de la 

cápside del virus del jaspeado del tabaco (TEV) con cinco posibles residuos de lisina reactiva 

disponibles en la superficie (Cabrera, 2012) para que a través de la estrategia de conjugación 

química se le acople, al menos a una lisina, una proteína GP5 (antígeno) con cisteína reactiva, 

tal como se muestra en la Fig. 5. La mayor ventaja que ofrece la conjugación química es que 

cada uno de sus conjugados es un sistema modular independiente que puede trabajarse y 

obtenerse individualmente en sistemas de expresión completamente diferentes (Lechner y col., 

2002). 
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Figura 5. Representación esquemática de una conjugación química antígeno-partícula viral 

(Lechner y col., 2002; Grasso y Santi, 2010) 

 

V.5 Sistemas de expresión de proteínas recombinantes 

V.5.1 Selección de un sistema de expresión. 

La expresión de genes heterólogos se puede efectuar en sistemas procarióticos o 

eucarióticos (Yin y col., 2007). En la industria farmacéutica, suelen emplearse como 

hospederos del ADN recombinante (ADNr) a la bacteria Escherichia coli, la levadura 
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Sacharomices cerevisiae y células de mamíferos, como las líneas celulares CHO y BHK 

(Drago y Sainz, 2006). Las técnicas de ingeniería genética y la selección de un sistema de 

expresión determinan en gran parte la característica de la proteína a sintetizar (Aliahmadi y 

col., 2006). Existen diversos factores que deben considerarse en la estrategia de selección del 

sistema hospedero: el método de transformación con el ADNr (diseño de vectores), el 

plegamiento correcto de la proteína, el requerimiento de modificaciones postraduccionales, el 

proceso de purificación, rendimiento y escalamiento que mantenga la actividad biológica de la 

proteína recombinante intacta y funcional (Aliahmadi y col., 2006; Serrano y Sainz, 2006). En 

el Cuadro 3 se resumen las características de los modelos más utilizados en la expresión de 

proteínas recombinantes (Greene, 2004). 

 

Cuadro 3. Capacidades de algunas células hospederas como sistemas de expresión 

Célula 

hospedera 

Crecimiento 

eficiente 

Expresión 

eficiente 

Procesamiento 

proteolítico 
Fosforilación Glicosilación 

Modificación 

de 

aminoácidos. 

Bacteria Muy alto Muy alto No Posible No No 

Levadura / 

Hongo 
Alto 

Moderado 

- Alto 
Un poco Un poco Sí Un poco 

Insecto Moderado Moderado Un poco Un poco Moderado Un poco 

Plantas Alto Alto Moderado Un poco Moderado Un poco 

Células de 

plantas 
Moderado Alto Moderado Un poco Moderado Un poco 

Animales Moderado Moderado Alto Alto Alto Moderado 

Células 

animales 
Alto Bajo Alto Alto Alto Completo 

Mamíferos Bajo Bajo Sí Completo Completo Completo 

 

V.5.2 Sistema procariótico: Escherichia coli 

Esta bacteria ha sido el huésped procarionte más utilizado para la expresión de proteínas 

recombinantes. Las razones por las que E. coli ha sido considerado como el modelo de 
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expresión por excelencia, se deben a que su genética molecular, fisiología y sistema de 

expresión han sido ampliamente caracterizados. Además, presenta grandes ventajas, entre las 

que destacan la alta velocidad de crecimiento y duplicación (Yin 2007), así como la facilidad 

de obtener cultivos con una alta densidad celular, en tiempos cortos y a bajos costos de 

producción (Córdoba, 2003).  Su limitante principal está relacionada con su imposibilidad, 

como organismo procarionte, de realizar modificaciones postraduccionales (N- y O-

glicosilaciones, fosforilaciones, formación de puentes disulfuro, entre otras) que son 

necesarias para un adecuado plegamiento de algunas proteínas que les permita adquirir así la 

conformación necesaria para mantener su actividad, estructura y estabilidad (Drago y Sainz, 

2005). 

La expresión de proteínas recombinantes mediante este sistema requiere de vectores 

específicos (plásmidos), de los cuales existe para E. coli una gran variedad con una gran 

diversidad genética que facilitan la localización y purificación de la proteína heteróloga. En 

términos generales, los vectores de expresión contienen: el gen que codifica para la proteína 

de interés, un origen de replicación, un marcador de selección que confiera resistencia a un 

antibiótico, un promotor que regula la transcripción del gen exógeno y un terminador de la 

transcripción (Córdoba y col., 2003). 

V.5.2.1 Expresión basada en promotores transcripcionales 

Para la expresión de proteínas heterólogas en este sistema, E. coli requiere que el vector 

presente un promotor transcripcional fuerte e inducible para un control más efectivo de la 

expresión del gen. El promotor transcripcional más utilizado es el operón lac que consta de 

tres genes lacZ (β-galactosidasa), lacY (permeasa) y lacA (transacetilasa) que le permiten a la 

bacteria metabolizar la lactosa. Cuando las células crecen en un medio mínimo en presencia de 

glucosa, la transcripción se bloquea por el represor lac (producto del gen lacI) cuando éste se 

une a un sitio único corriente arriba del gen lacZ y evita que la ARN polimerasa transcriba los 

genes lacZ, lacY y lacA, necesarios para el crecimiento en presencia de lactosa (Hanning y 

Makrides, 1998). Este mecanismo de regulación se emplea en la expresión de proteínas 

recombinantes, donde se utilizan inductores químicos o térmicos para regular la expresión, 
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siendo el más común el Isopropil-β-D tiogalactopiranósido (IPTG) que interacciona con el 

represor LacI evitando que se inhiba la transcripción de genes que se encuentran bajo el 

control de este promotor (Moreno, 2010). 

Otro sistema ampliamente  usado para expresar proteínas recombinantes se basa en el 

promotor T7, denominado sistema pET (Yin 2007). El sistema pET es una familia de vectores 

derivados del plásmido pBR322, que poseen una secuencia consenso con alta afinidad a la 

ARN polimerasa del bacteriófago T7 y muy baja afinidad a la ARN polimerasa de E. coli, por 

lo que el gen de interés está clonado después de esta región promotora. Este sistema pET, 

cuando se introduce a una cepa como BL21, se tiene un mejor control sobre la expresión de la 

proteína de interés debido a que la proteína se induce sólamente cuando se añade un inductor 

del operón lac, como el IPTG (Badillo y col., 2009). 

También existen sistemas de expresión de E. coli basados en otros promotores, como el 

promotor Trc, que es un híbrido entre los promotores de los operones de la lactosa y del 

triptófano y el sistema de expresión basado en el promotor Tac, que es un híbrido entre los 

promotores de los operones de la lactosa y el promotor T5. En el Cuadro 4 se resumen los 

sistemas de expresión comerciales comúnmente utilizados para E. coli. 

Cuadro 4. Sistemas de expresión de proteínas recombinantes para E. coli 

Vector de 

expresión 

Promotor de 

transcripción 
Origen de replicación. Cepa (E. coli) 

pET T7 pBR322 BL21(DE3) 

pRSET T7 ColE1 BL21(DE3) 

pGEX tac pBR322 BL21 

pBAD araBAD pUC TOP10 

pTrc Trc/lac pUC BL21 

pQE T5/lac ColE1 M15[pREP4] 

Santos-Etxepare, 2010. 

Otro factor fundamental que se debe tener en cuenta para la expresión de proteínas 

recombinantes en E. coli es la selección del huésped. La cepa de E. coli que se utiliza 
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generalmente en estos protocolo es la cepa BL21(DE3), la cual se caracteriza por alcanzar una 

densidad óptica alta, no es patogénica y es deficiente en la expresión de ompT y Lon, dos 

proteasas extracelular e intracelular, respectivamente, que pueden degradar la proteína de 

interés. Adicionalmente, esta cepa presenta la secuencia que codifica la ARN polimerasa T7 

que depende del promotor lacUV5 y la expresión del represor LacI; por esta razón, los 

vectores de expresión utilizados con esta cepa deben presentar el promotor con la secuencia de 

reconocimiento para la ARN polimerasa, como en los sistemas pET (Santos-Etxepare, 2010.) 

Algunos vectores generan la proteína recombinante en forma de fusión o de proteínas 

ligadas a péptidos (His6, GST y Trx) de características conocidas, que proporcionan un 

marcador de reconocimiento, que simplifica el proceso de purificación y el re-plegamiento de 

la proteína desnaturalizada mediante cromatografía de afinidad (Hanning y Makrides, 1998). 

V.5.2.2 Formas de expresión de proteínas heterólogas 

En general, hay tres formas de expresar una proteína exógena en E. coli (Yin, 2007): 

a) Proteínas fusionadas al gen de interés: Son secuencias que codifican para un epítope 

que es fusionado a la proteína exógena, con fines de facilitar el aumento en la producción, 

mejorar la purificación y utilizarse como blanco de detección por anticuerpos (Hanning y 

Makrides, 1998). Dentro de las ventajas que presentan las proteínas fusionadas se encuentran 

la de prevenir la formación de cuerpos de inclusión, favorecer un mejor plegamiento, tener una 

proteólisis limitada y un esquema de purificación basado en afinidad. Algunos de los péptidos 

más empleados en este sistema son: His6X, GST, GFP, FLAG, Trx, o en co-expresión con 

chaperonas (Hanning y Makrides, 1998; Yin, 2007). 

 

b) Periplasma o medio extracelular: Para que una proteína recombinante se dirija al 

espacio periplásmico debe contener una secuencia señal (Hanning y Makrides, 1998). Las 

proteínas secretadas pueden acumularse tanto en el periplasma como en el medio extracelular, 

este proceso puede reducir el potencial de degradación por proteasas intracelulares, contribuye 

a la correcta formación de estructuras y simplifica la purificación de la proteína recombinante 

debido al contenido menor de proteínas contaminantes.  Además, el ambiente oxidativo del 
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periplasma facilita el plegamiento propio de la proteína y la formación de puentes disulfuro 

(Depuydt y col., 2009). Si la expresión de proteínas recombinantes se desea dirigir al medio 

extracelular se deben emplear cepas de E. coli que carezcan de pared bacteriana o bacterias 

Gram – positivas; además, este mecanismo permite mantener la proteína recombinante en 

estado soluble; sin embargo, su concentración en el medio puede verse afectada ya sea porque 

la concentración excretada es muy baja o no se excreta, se aumenta la lisis celular o la proteína 

recombinante que se obtiene se encuentra muy diluida (Moreno, 2010). 

 

c) Cuerpos de inclusión: Cuando la proteína recombinante expresada está destinada al 

citoplasma y no se mantiene soluble, frecuentemente se da la formación de cuerpos de 

inclusión, los cuales contienen la proteína recombinante con plegamientos intermedios y no 

nativos o desnaturalizada (Carrio y Villaverde, 2001). Cabe mencionar que la expresión de 

proteínas en cuerpos de inclusión tiene una serie de ventajas, como la acumulación en el 

citoplasma con una alta concentración (aproximadamente el 25% de la proteína total) (Singh y 

Panda, 2005), su purificación y concentración por simple centrifugación, su falta de actividad 

biológica, facilitando la producción de proteínas que pueden ser tóxicas para las bacterias y, 

por último, la resistencia a proteólisis. Sin embargo, para obtener la proteína activa se 

requieren procesos adicionales de solubilización y replegamiento que no garantizan el 100 % 

de eficiencia. Otro problema que debe tenerse en cuenta es que la proteína final puede 

presentar una metionina formilada en el N-terminal (Carrio y Villaverde, 2001; Singh y Panda, 

2005). 

 

V.5.3 Sistema eucariótico: Pichia pastoris 

Pichia pastoris es una levadura metilotrófica facultativa perteneciente al grupo de los 

ascomicetes, su reproducción es por gemación, el genoma contiene cuatro cromosomas y se 

mantiene haploide.  En la actualidad, P. pastoris es uno de los sistemas heterólogos 

ampliamente aplicado para la producción comercial de proteínas exógenas. Se han expresado 

al menos 400 proteínas recombinantes que provienen de virus, bacterias, hongos, animales, 

plantas y humanos (Cereghino y Cregg, 2000).  
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Debido a su capacidad de crecer a elevadas densidades celulares en medio mínimo de 

metanol, como única fuente de carbono, se han desarrollado vectores, cepas y protocolos de 

manipulación genética para utilizar a esta levadura como sistema de expresión en la 

producción de proteínas exógenas. Como un organismo eucarionte, P. pastoris tiene muchas 

de las ventajas de los sistemas de expresión eucarióticos superiores, especialmente aquéllas 

relacionadas con modificaciones post-traduccionales, tales como el procesamiento de 

proteínas, su plegamiento, proteólisis, formación de enlaces disulfuro, glicosilación y 

secreción en el medio extracelular, lo que facilita la posterior purificación; además de que  se 

manipulan tan fácil como E. coli o S. cerevisiae (Higgins y Cregg, 1998; Yin y col., 2007). 

Este sistema es rápido, fácil, de bajo costo y con mayor nivel de expresión, en comparación 

con otros sistemas de expresión como el baculovirus o sistema de mamíferos (Balamurugan y 

col., 2007).  

Entre las particularidades que confieren ventaja a esta levadura como sistema de 

expresión de proteínas recombinantes, se pueden citar la ausencia de subproductos 

fermentativos indeseables, al ser un microorganismo aeróbico, niveles elevados de biomasa, la 

cual está asociada con la expresión de la proteína recombinante, las modificaciones 

postraduccionales se asemejan más a las de los organismos eucariotas superiores que las 

realizadas por S. cerevisiae, la escasa secreción de proteínas nativas al medio extracelular, 

facilitando la recuperación y purificación, la mutación genética se presenta de manera 

fenotípica, por tratarse de un organismo haploide, y, lo más destacable, la transformación 

estable está dirigida a un promotor de elevado nivel de transcripción y altamente regulable: el 

promotor del alcohol oxidasa (PAOX1)  (Cereghino y Cregg, 2000). 

V.5.3.1 Regulación molecular en la expresión génica del ADNr.  

El sistema de expresión de proteínas heterólogas de P. pastoris se ha diseñado para que 

la proteína recombinante pueda ser expresada intracelularmente o secretada al medio 

extracelular (Cereghino y Cregg, 2000). Para que la proteína recombinante pueda ser secretada 

al medio, se requiere la presencia de una secuencia señal en la proteína exógena que indique la 

ruta de secreción. Para este proceso se pueden considerar secuencias de señal nativa de la 
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proteína de interés o utilizar vectores diseñados que contienen la secuencia señal de mayor 

éxito en este sistema, la secuencia pre-pro factor-α de S. cerevisiae, α-MF (Higgins y Cregg, 

1998; Cereghino y Cregg, 2000).  

Bajo estos dos esquemas de producción se han expresado proteínas de diferentes 

orígenes. Para una consulta más extensa y actualizada de aquellas proteínas expresadas por P. 

pastoris, se puede consultar la dirección electrónica 

http://www.kgi.edu/documents/faculty/James_Cregg/heterologous_proteins_expressed_in_pic

hia_pastoris.pdf. 

No obstante, los niveles de expresión frecuentemente se encuentran modulados por la 

proteína a expresar. Se han diseñado vectores integrativos basados en secuencias de ADN 

homólogas a promotores de P. pastoris con elevado nivel transcripcional y/o altamente 

regulables; ejemplos de ellos son los fragmentos del promotor AOX1 y GAP, que poseen un 

sitio único de restricción en donde el vector es digerido, de manera que, se lineariza en 

dirección 5’ y dicho extremo liberado se utiliza para dirigir la transformación por 

recombinación homóloga, que resulta en la integración del cassette de expresión en el genoma 

de la levadura, específicamente en el locus del promotor (Higgins y Cregg, 1998; Daly y 

Milton, 2005). 

Existe una amplia variedad de vectores de expresión para P. pastoris que varían en 

algunos componentes, tal como se describe en el Cuadro 5. De manera general, tales vectores 

se componen de un origen de replicación para el mantenimiento del plásmido en E. coli y del 

gen marcador que confiere resistencia a un antibiótico para ambos organismos, un fragmento 

de la secuencia de un promotor en 5´, una secuencia señal de secreción, si se desea que la 

proteína sea secretada, un sitio múltiple de clonación (MCS, por sus siglas en inglés) donde se 

clona el gen exógeno, una secuencia del epítope c-myc, una secuencia que codifica para seis 

histidinas consecutivas para la detección y purificación de la proteína recombinante y un 

segundo fragmento corto del promotor en 3’ con las secuencias requeridas para la terminación 

de la transcripción. 

http://www.kgi.edu/documents/faculty/James_Cregg/heterologous_proteins_expressed_in_pichia_pastoris.pdf
http://www.kgi.edu/documents/faculty/James_Cregg/heterologous_proteins_expressed_in_pichia_pastoris.pdf


29 

 

Cuadro 5. Componentes que varían en vectores de expresión de proteínas en P. pastoris. 

Señal de secreción Ninguna, nativa, PHO1, α-MF, SUC2, PHA-E 

Marcador de selección ADE1, ARG4, G418, HIs4, URA2, Zeo
r
 

Promotor AOX1, GAP, FLD1, PEX8, YPT1 

Cereghino y Cregg, 2000 

V.5.3.2 Promotor inducible: PAOX1 

P. pastoris es metilotrófica, es decir, que en presencia de metanol expresa la enzima 

alcohol oxidasa (AOX) para oxidar el metanol y utilizarlo como única fuente de carbono y 

energía (Gellissen, 2000); su síntesis es altamente regulada por el promotor PAOX1 (Cregg y 

col., 1989). La expresión del gen aox1 es reprimida por catabolitos (como glucosa o glicerol) e 

inducido por substrato, específicamente, por metanol, llegando a codificar el 90% de esta 

enzima y representar el 35% de la proteína total producida en la célula (Ellis y col., 1985; 

Cregg y col., 1989; Gellissen, 2000).  

El sitio del gen aox1 en el genoma de P. pastoris se ha utilizado frecuentemente para 

insertar, por homología o entrecruzamiento, la secuencia de un gen que codifique para una 

proteína recombinante (Cregg y col., 1987). Tal es el caso del vector de integración pPICZα 

versión, de la empresa Invitrogen, el cual se compone de un fragmento de 0.9 kb de la 

secuencia promotor 5´del gen aox1, una secuencia señal de secreción (α-MF), el gen sh ble 

(Streptoalloteichus hindustanus ble) que le confiere resistencia al antibiótico zeocina, así 

como los demás componentes del vector mencionados anteriormente. 

Es importante mencionar, que la mutagénesis dirigida al promotor inducible PAOX1 se 

manifiesta en el fenotipo de la levadura, debido a que P. pastoris es un organismo haploide. 

Durante la linearización, si se origina un solo extremo homólogo al gen aox1, se produce una 

recombinación simple y la inserción del gen exógeno se realiza sin afectar al gen aox1 

cromosómico, lo que resulta en un fenotipo Mut
+
; pero si se originan dos extremos homólogos 

se produce una recombinación cruzada o doble, incorporando el gen exógeno mediante 

sustitución y consecuente pérdida del gen aox1 cromosómico, dando como resultado un 

fenotipo Mut
S
. (Daly y Milton, 2005). 
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V.5.3.3 Constitutivo: PGAP 

Otro promotor en gran auge en los últimos años, es el gliceraldehido-3-fostato 

deshidrogenasa (PGAP). A diferencia del promotor PAOX1, éste es un promotor constitutivo, por 

consiguiente, la levadura no necesita de metanol como fuente de carbono inductora, pudiendo 

utilizar fuentes de carbono comunes como glicerol o glucosa (Higgins y Cregg, 1998). No 

obstante, este tipo de promotor no es una buena opción para la producción de productos 

heterólogos que presenten cierta toxicidad celular (Cereghino y Cregg, 2000). De las 

comparaciones realizadas entre los niveles de producción obtenidos para la misma proteína 

con ambos promotores, PAOX1 y PGAP, los resultados son similares; por ello, y en base a las 

características del PGAP, se puede desarrollar un método menos costoso en la producción de 

proteínas recombinantes heterólogas a gran escala (Cos, 2006). 

Al igual que en el promotor PAOX1, el vector de integración pGAPZα versión de 

Invitrogen, está compuesto de un fragmento de 0.5 kb de la secuencia promotor 5´del gen gap, 

una secuencia señal de secreción (α-MF) y el gen sh ble (Streptoalloteichus hindustanus ble) 

que confiere resistencia al antibiótico zeocina, así como los demás componentes del vector 

mencionados con anterioridad. 
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VI. METODOLOGÍA 

 

La metodología experimental que se utilizó en el presente trabajo se describe a 

continuación. A grandes rasgos, se modificaron dos secuencias del gen gp5 del virus del 

síndrome respiratorio y reproductivo porcino con una etiqueta que contiene una cisteína para 

fines de conjugación química y se diseñaron estrategias de clonación en vectores de E. coli  

(pET102/D-TOPO) y P. pastoris (pPICZα B y pGAPZα B) como modelos de expresión. La 

proteína recombinante GP5 expresada en E. coli se trabajó bajo un sistema pET utilizando 

IPTG como inductor, mientras que las proteínas expresadas en P. pastoris se realizaron bajo 

un promotor inducible, PAOX1, y uno constitutivo, PGAP. La presencia de la proteína madura se 

verificó a través del reconocimiento por anticuerpos de la etiqueta de histidinas, contenida en 

el extremo carboxilo de la proteína madura. 

 

VI.1 MATERIALES 

 

VI.1.1 Microorganismos 

 

Escherichia coli: 

 TOP10 (Invitrogen): Cepa utilizada para la manipulación del ADN. 

 BL21 (DE3) (Invitrogen): Cepa de expresión para genes heterólogos en vectores del 

sistema pET que porten el promotor del fago T7. La cepa contiene el fago λ DE3 integrado en 

el genoma y posee el gen lacI y el gen de la ARN polimerasa del fago T7 bajo el control del 

promotor lacUV5. 

 

Pichia pastoris: 

 X-33: Cepa silvestre utilizada como hospedero para la expresión de proteínas 

recombinantes.  Fenotipo Mut
+
. 

 SMD1168H: Cepa deficiente en la actividad de la proteasa A, utilizada para la 

expresión de proteínas recombinantes. Fenotipo Mut
+
. 
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V I.1.2 Plásmidos / Vectores 

 

Escherichia coli: 

 pUC57 (7.1 kb): GenScript (No. Cat. SD1176) 

Plásmido estándar para síntesis de genes, utilizado para clonar el ectodominio de GP5. 

 pET102/D-TOPO (6.3 kb): Invitrogen (No. Cat. K102-01) 

Vector de expresión que contiene una Tiorredoxina como proteína de fusión (Tiorredoxina 

His-Patch), un sitio de clonación direccional TOPO
®
 mediado por una topoisomerasa. 

Contiene el gen lacI que codifica el represor lac que reduce la transcripción basal del promotor 

T7lac en el vector y del promotor lacUV5 en el cromosoma de BL21(DE3); un gen de 

resistencia a ampicilina como marcador de selección; y un origen de replicación del pBR322 

para un bajo número de copias. 

Requiere IPTG como inductor. 

 

Pichia pastoris: 

 pPICZα B (3.5kb): Invitrogen (No. Cat.V195-20) 

Vector de expresión inducible regulado por metanol. Induce la expresión de genes controlados 

por el promotor PAOX1. Contiene el gen de resistencia a zeocina como marcador de selección en 

E. coli  y P. pastoris, la secuencia señal α-factor-MF para secretar la proteína al medio y una 

etiqueta de seis histidinas. 

Requiere metanol como inductor. 

 pGAPZα B (3.1kb): Invitrogen (No. Cat.V205-20) 

Vector de expresión constitutivo. Expresa los genes controlados por el promotor PGAP. 

Contiene el gen de resistencia a zeocina como marcador de selección en E. coli  y P. pastoris, 

la secuencia señal α-factor-MF para secretar la proteína al medio y una etiqueta de seis 

histidinas. 
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V I.1.3 Reactivos 

 

Se utilizaron los siguientes reactivos, los cuales fueron clasificados en los Cuadros 6, 7, 

8, 9 y 10 según el tipo de uso en el laboratorio. 

 

Cuadro 6. Reactivos de uso general. 

Reactivos 

Agua bidestilada Nitrógeno líquido 

Agua desionizada Sorbitol 1M 

Agua miliQ 

 

Cuadro 7. Medios de cultivo. 

E. coli P. pastoris 

Medio SOC  Medio YPD Medio MMY 

Medio LB Medio BMGY Medio MD 

Medio LB bajo en sales Medio BMMY Medio MM 

 Manual Easy Select™ Pichia Expression Kit 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 8. Reactivos para métodos de selección. 

Reactivos Concentración Marca 

Ampicilina 100 µg / mL Comercial de farmacia (en polvo). 

Zeocina 25 µg / mL 
Invitrogen 

 100 - 150 µg / mL 
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Cuadro 9. Reactivos de uso molecular. 

 Reactivo Marca Reactivo Marca 

Enzimas de 

restricción y sus 

amortiguadores 

PstI, XbaI Invitrogen Syber safe Invitrogen  

SacI Fermentas Tabletas PBS Invitrogen  

BspHI  Inhibidor de proteasas   

Ligasa T4 Invitrogen    

DNAsaI Fermentas    

Marcador de 

peso molecular 

1Kb PLUS 

ladder 
Invitrogen 

   

2Log     

Broad Range Bio-rad    

See blue     

Kaleidoscopio Bio-rad    

 

 

Cuadro 10. Material de extracción y purificación. 

Equipo Función Marca 

QIAprep Spin Miniprep Kit Extracción ADN plasmídico a 

pequeña escala 
QIAGEN 

MinElute Gel Extraction Kit Purificación de ADN QIAGEN 

QIAquick PCR Purification Kit Purificación de fragmentos de AND QIAGEN 

Plasmid Midiprep kit Extracción de AND plasmídico a 

mediana escala 
QUIAGEN 

MasterPure
TM

 Yeast DNA 

Purification Kit 

Extracción de ADN genómico para 

levaduras 
EPICENTRE 
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V I.1.4 Equipos 

Equipo 

Orbital (incubadora y agitador) CLC sequence
®

 

Centrifuga de mesa Secador de vacío 

Incubadoras a 30°C y 37°C  Liofilizadora de secado en frío 

Termoblock Lector de microplacas 

Vortex Sonicador 

Refrigerador 4°C, -20°C y -70°C Analizador de imágenes 

Espectrofotómetro (NANO-DROP) Campana de extracción / flujo 

laminar Espectrofotómetro Visible 

Transiluminador  

 

 

VI.2 MÉTODOS 

 

VI.2.1 Diseño de los genes modificados de GP5 de VSRRP 

 

VI.2.1.1 Ectodominio de GP5: análisis in silico y diseño de los genes modificados. 

 

Con la participación del M.C. MZV José Francisco Robles González de la empresa 

Boehringer Ingelheim
®
 Vetmedica, ubicada en la ciudad de Guadalajara, se obtuvo un banco 

de secuencias nucleotídicas del marco de lectura abierta (ORF) de la glicoproteína GP5 del 

VSRRP de aislados virales mexicanos correspondientes a  diferentes regiones del Estado de 

Jalisco. A dichas secuencias se les realizó un alineamiento utilizando el programa informático 

CLC sequence
®
, se compararon entre sí y contra la cepa vacunal RespPRRS_MLV 

(Boehringer) y se identificó el aislado viral.  

 

En base al trabajo publicado por Han y col. en el 2006 (Anexo 1) se referenció el isotipo 

americano (VR-2332) para identificar la región hipervariable del ectodominio de la 
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glicoproteína GP5 en el ORF5 del aislado viral. Para el diseño de los genes, se consideró la 

parte expuesta de la proteína como el ectodominio de GP5. 

 

La estrategia para la construcción de los plásmidos consistió en el etiquetado de la 

región del ectodominio de GP5 con una secuencia que contiene una cisteína que permita su 

conjugación química a adyuvantes particulados. El diseño de los genes, como estrategia de 

trabajo, se observa en el Cuadro 11. La secuencia aminoacídica considerada  como 

ectodominio se modificó, añadiendo de manera adyacente una etiqueta de cisteína separada 

por una secuencia de unión repetitiva denominada Linker.  

 

Cuadro 11. Secuencias para el diseño de los plásmidos del ectodominio GP5. 

Genes Plásmido Secuencias para los plásmidos de GP5 

Cys-Linker-GP5 pCys-L-GP5 Linker (Gly4Ser)3 GGGGSGGGGSGGGGS 

GP5-Linker-Cys pGP5-L-Cys 
Etiqueta de cisteínas 

(Cys) 
GSGGCGG 

GP5-Cys pGP5-Cys 
Enzimas 

PstI: ctgca ↓ g 

GP5 pGP5 XbaI: t ↓ ctaga 

 

Estos genes se optimizaron con el uso de codones para Pichia pastoris, sistema de 

expresión seleccionado para expresar el ectodominio, y se flanquearon con sitios de 

reconocimiento para las enzimas PstI y XbaI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente, que 

permitieron la movilización al sitio de clonación del vector pPICZα B (Invitrogen) de P. 

pastoris; además, se les adicionó residuos de guanina para mantener el ORF del gen producto 

del corte enzimático. Finalmente, los genes se mandaron sintetizar a la compañía GenScript 

Corporation y fueron entregados de manera individual en un plásmido pUC57, con una 

estrategia de clonación en el sitio EcoRV. Éstos fueron re-suspendidos en 200µL de agua 

desionizada, se centrifugaron a máxima velocidad por 10min a 4°C y el plásmido se almacenó 

a -20°C. 
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Los genes contenidos en el plásmido pUC57 se transfirieron individualmente a E. coli 

mediante choque térmico, siguiendo el protocolo de Invitrogen para las células One Shot® 

TOP10 chemically competent E. coli, donde: 

- Se utilizaron 50µL de células de E. coli TOP 10 (One Shot®, Invitrogen) químicamente 

competentes y 3µL del plásmido pUC57-ectoGP5. 

- Las células se recuperaron en 500µL de medio S.O.C.  

- Se seleccionaron colonias con 100µg/ml de ampicilina como antibiótico de selección para 

pUC57 en medio LB a 37°C por 18 horas en una incubadora. 

Posteriormente: 

- Las colonias obtenidas se aislaron en campana de extracción con un palillo estéril, 

rayándolas primeramente en caja de LB semisólido con ampicilina (100µg/ml) para su 

conservación y posteriormente colocando el palillo en 3ml de medio LB líquido con 

ampicilina (100µg/ml) para su análisis. 

- Se incubó la caja a 37°C en una incubadora y el cultivo líquido se creció a 37°C / 250 rpm 

en un orbital toda la noche. 

- A las colonias aisladas en medio líquido, se les extrajo el ADN plasmídico (ADNp) con 

QIAprep Spin Miniprep Kit de QIAGEN y se cuantificó en un espectrofotómetro (NADO-

DROP) a 260nm. 

-  El análisis se llevó a cabo con una reacción de digestión usando las enzimas EcoRI (5’) y 

Hind III (3’), que flanquean el gen de interés en el vector pUC57: 

 

Reactivos Cantidad 

37°C 

1h 

Buffer #2 2µl 

EcoRI 1µl 

Hind III 1µl 

ADNp 15µl 

Vol. Final 20µl 

 

- La reacción de digestión se separó en una electroforesis en gel de agarosa y el resultado se 

observó en un fotodocumentador. 

- El ADNp se almacenó a -20°C. 
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VI.2.1.2 ORF5 del ResPRRS_MLV. Amplificación del gen gp5 modificado. 

 

Se buscó amplificar la región del ORF5 de la proteína GP5 de la cepa vacunal, a partir 

de la secuencia de ADN de la retrotranscripción del ARN viral de la cepa vacunal 

RespPRRS_MLV proporcionada por Boehringer Ingelheim
®
 Vetmedica, obtenida por Lobato, 

2011. En el diseño estratégico se consideró amplificar la secuencia sin péptido señal y sin 

codón de paro, al cual se le denominó gp5 truncado.  

 

La estrategia en el diseño de los plásmidos consistió en el etiquetado del gen truncado 

gp5 con una cisteína que igualmente permita su conjugación química a un adyuvante 

particulado. Se diseñaron tres genes para E. coli y P. pastoris, dos con una etiqueta de cisteína 

(GGCGG) adyacente al gen gp5 en uno o en otro extremo de la proteína hipotética y un gen 

control gp5 sin cisteína. Para ello, se diseñaron cebadores específicos para E. coli y P. 

pastoris; todos los cebadores reconocen en dirección 5’ una región del ADN del ORF5 que 

parte del aminoácido 27 y en dirección 3’ una región del aminoácido 199, descartando el 

péptido señal y el codón de paro para ambos modelos. La secuencia de la etiqueta de cisteína 

(GGCGG) fue integrada en el cebador en dirección 5’ o 3’. En el caso de E. coli, en dirección 

5’ se añadió al iniciador un codón de inicio ATG y cuatro pares de bases cacc necesarios para 

direccionar la clonación en el vector pET102/D-TOPO. Mientras, los iniciadores de P. 

pastoris se flanquearon con sitios de reconocimiento para las enzimas PstI y XbaI en los 

extremos 5’ y 3’ respectivamente, que permiten la movilización a los vectores pPICZα B y 

pGAPZα B (Invitrogen); además, se les adicionó residuos de guanina para mantener el ORF 

del gen producto del corte enzimático y finalmente se adicionó una secuencia palindrómica 

(tatata) para aumentar la eficiencia de corte enzimático. 

 

A continuación se describen las condiciones de reacción para amplificar el gen gp5 

modificado del RespPRRS_MLV por PCR punto final haciendo uso del juego de iniciadores 

para cada gen en los modelos de E. coli y P. pastoris. El producto amplificado y sometido a 

electroforesis en un gel de agarosa se observó con un fotodocumentador. 
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Reacción de PCR  Condiciones del PCR Testigos 

5 μl Buffer PCR 10X Calentamiento 95°C / 5min 

50 ciclos 

Agua 

1 μl dNTP’s (10mM) Desnaturalización 94°C / 30seg  pPICZαB
**

 

1.5 μl MgCl2 (50mM) Alineamiento 60°C / 50seg  

2 μl Forward/Reverse 

(10μM)
*
 

Extensión 72°C / 40seg  

2.5 µl ADN RespPRRS  Extensión final 72°C / 7min   

0.25 μl Taq pol.  4°C / α   

Vol. Final 50µl     

*Mezcla de cebadores 

**ADNp del vector pPICZαB (AOX1 F/R) 

 

 

VI.2.2 Sistema eucariótico: Pichia pastoris 

 

VI.2.2.1 Clonación del ectodominio GP5 en el vector de pPICZα B. 

  

La genes del ectodominio GP5 contenidos en el vector pUC57 se movilizaron al vector 

pPICZα B para P. pastoris, por digestión con las enzimas PstI (5’) y XbaI (3’) incorporadas en 

el diseño del gen sintético; de igual manera, se digirió el vector pPICZα B (300ng/µl) con las 

mimas enzimas a 37°C por una hora. El producto de las digestiones se separó en una 

electroforesis en gel de agarosa para identificar las bandas que corresponden al peso molecular 

de cada uno de los genes, así como del vector. 

 

ectoGP5-pUC57 Vector pPICZα B Ligación 

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad 

Buffer #2  2µl Buffer #2  2µl Buffer ligasa 3µl 

PstI 1µl PstI 1µl pPICZα B 3µl 

XbaI 1µl XbaI 1µl ectoGP5 8µl 

ADNp 15µl pPICZα B 4µl ADN Ligasa T4 1µl 

Vol. Final 20µl Vol. Final 20µl Vol. Final 15µl 
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Las bandas en el gel correspondientes al peso molecular deseado, se cortaron 

físicamente con una navaja y se purificaron con MinElute Gel Extraction Kit de QIAGEN. Las 

secuencias purificadas de los genes se ligaron al vector pPICZα B por separado con la enzima 

ADN ligasa T4 (Invitrogen) a 16°C toda la noche; posteriormente, la ligación se almacenó a -

20°C. 

 

VI.2.2.2 Clonación del gen gp5 ResPRRS_MLV modificado en pPICZα B y pGAPZαB. 

 

Los genes de gp5 modificados de la cepa vacunal ResPRRS_MLV y amplificados con 

los cebadores específicos para P. pastoris se sometieron a electroforesis en gel de agarosa, así 

como el producto de digestión con las enzimas PstI (5’) y XbaI (3’) de los vectores pPICZα B 

y pGAPZαB a 37°C por tres horas. Se identificaron las bandas en el gel correspondientes al 

peso molecular y se cortaron físicamente; el ADN se purificó con MinElute Gel Extraction Kit 

y se cuantificó con espectrofotómetro (NANO-DROP) a 260nm. 

 

Genes de gp5 Vector pPICZα B / pGAPZα B Ligación 

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad 

Buffer #2  3µl Buffer #2  3µl Buffer ligasa 3µl 

PstI 1.5µl PstI 1.5µl Vector 7µl 

XbaI 1.5µl XbaI 1.5µl gp5 4µl 

Amplicón 16µl Vector 15µl ADN Ligasa T4 1µl 

Vol. Final 30µl Vol. Final 30µl Vol. Final 15µl 

 

 

El ADN de gp5 modificado fue tratado con las enzimas PstI (5’) y XbaI (3’) a 37°C por 

tres hora liberando los extremos de los sitios enzimáticos. Nuevamente, los fragmentos se 

purificaron con QIAquick PCR Purification Kit de QIAGEN para eliminar las enzimas 

presentes y se cuantificaron a 230nm. Las secuencias purificadas tanto de los genes gp5 como 

del vector se ligaron con la enzima ADN ligasa T4 (Invitrogen) a 16°C toda la noche; 

posteriormente, el producto de ligación se almacenó a -20°C. 



41 

 

VI.2.2.3 Líneas transformantes de E. coli con los vectores pPICZα B y pGAPZα B. 

 

El producto de ligación se introdujo por el método de electroporación siguiendo el 

protocolo de Invitrogen para las células One Shot® TOP10 competent cell, donde: 

- Se mezcló 2µl de producto de ligación en 50µl de células de E. coli One Shot® TOP10. 

- Las condiciones de electroporación fueron: celda 0.1cm, 1500V, 25µF y 200Ω. 

- Se recuperaron las células con 500µl de medio S.O.C. 

- Las colonias se seleccionaron con 25µg/ml de zeocina, como antibiótico de selección, en 

medio LB bajo en sales (50% menos de NaCl) a 37°C por 18 horas en una incubadora. 

De igual manera, para el análisis de las colonias transformadas: 

- Se aislaron colonias en 3ml de medio LB bajo en sales con 25µg/ml de zeocina a 37°C / 

250 rpm en un orbital toda la noche. 

- A estas colonias se les extrajo el ADNp con QIAprep Spin Miniprep Kit y se cuantificó en 

un espectrofotómetro (NADO-DROP) a 260nm. 

- Asímismo, el análisis se llevó a cabo con una reacción de digestión con las enzimas PstI 

(5’) y XbaI (3’). 

 

Reactivos Cantidad  

Buffer #2 2µl 

37°C 

1h 

PstI 1µl 

XbaI 1µl 

ADNp ~ 500ng 

 

- La reacción de digestión se separó mediante electroforesis en gel de agarosa y el 

resultado se observó en un fotodocumentador. 

- El ADNp se almacenó a -20°C. 

 

VI.2.2.4 Transformación de la levadura Pichia pastoris  

 

Para fines de expresión de la proteína GP5 y sus variantes, se utilizó la cepa X-33 (tipo 

silvestre) y SMD1169H (deficiente en proteasas) de P. pastoris. Dichas cepas recibieron un 
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tratamiento para conferirles la capacidad de ser células electrocompetentes. De igual manera, 

se determinó que 120µg/ml de Zeocina es la concentración de antibiótico necesaria al cual las 

cepas X-33 y SMD1168H no pueden crecer. El método de transformación de Pichia pastoris 

requirió de una concentración de 10µg de ADNp para cada una de las variantes de los 

plásmidos ectoGP5- pPICZα B y gp5- pGAPZα B. Para ello, se utilizó el Plasmid Midiprep kit 

de QIAGEN con algunas modificaciones en la técnica:  

- Primeramente, se crece la colonia de E. coli en un pre-inóculo de 3ml de LB bajo en 

sales con 25 µg/ml de zeocina a 37°C, 250rpm, toda la noche. 

- Se inoculan 100µl del pre-inóculo en 100ml de LB bajo en sales con igual 

concentración de zeocina y se incuba por 8h bajo las mismas condiciones 

- El procedimiento de extracción de ADNp se realizó con base en el manual de Plasmid 

Midiprep kit. 

- Después del lavado con Etanol al 70% la pastilla de ADNp se secó con nitrógeno 

gaseoso y se resuspendió en 25µl de agua miliQ. 

-  El ADNp se cuantificó en un espectrofotómetro (NADO-DROP) a 260nm. 

 

Linearización. El siguiente paso, fue linearizar el plásmido por digestión, esto libera el 

extremo 5’ del vector en la región del promotor AOX1/GAP para la integración del gen al 

genoma de P. pastoris por recombinación homóloga en una región del promotor del gen 

aox1/gap. Dicha linearización se verificó por electroforesis en gel de agarosa. 

 

Linearización 

Promotor PAOX1 (pPICZα B) Promotor PGAP (pGAPZα B) 

Reactivos Reactivos Cantidad Cantidad 

Buffer J 1µl Buffer O 1µl 

SacI 1µl BspHI 1µl 

ADNp ~9µg ADNp ~9µg 

Vol. Final 10µl Vol. Final 10µl 
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La enzima se retiró utilizando el QIAquick PCR Purification Kit, pero debido a que la 

columna sólo es capaz de retener hasta 10µg de ADNp, la digestión y purificación se realizó 

por duplicado para cada plásmido; al final del procedimiento, se colectaron en un solo tubo 

Eppendorf el purificado de ambas columnas y se concentraron en un secador de vacío 

(Speedvac) para Eppendorf a 45°C hasta una concentración de ADNp ≥10µg; la concentración 

se determinó en un espectrofotómetro (NADO-DROP) a 260nm. El ADNp se almacenó a -

20°C. 

 

Transformación. La transformación de las células de P. pastoris electrocompetentes por el 

método de electroporación, consistió en: 

- Transformar con ~10µg ADNp 80µl de la cepa X-33 / SMD1168H de P. pastoris para 

cada plásmido; asímismo, para análisis posteriores se transformó la levadura con el vector 

vacío linearizado. 

- Como control, se transformó la levadura con 10µl de agua miliQ y de manera opcional 

con el vector vacío no linearizado. 

- Las condiciones de electroporación fueron: celda 0.2cm, 1500V, 50µF y 200Ω. 

- Se recuperaron las células con 1ml de sorbitol 1M frío estéril y se transfirieron a un tubo 

falcón de 15ml. 

- Se dejaron reposar a 30°C en una incubadora sin agitación durante 1h. 

- Se adicionó 1ml de YPD estéril y se dejó a 30°C / 200rpm durante 1h más. 

- Se tomó una alícuota de 200µl (dilución más alta) y se extendió por superficie en caja con 

medio YPD sólido con zeocina (120µg/ml) como antibiótico de selección y se incubó a 

30˚C en una incubadora por  2 – 5 días. 

- De las colonias obtenidas se seleccionaron de 5-10 clonas por cada construcción y se 

aislaron en 4ml YPD líquido con zeocina (100µg/ml) en condiciones de 30˚C / 250rpm 

hasta una OD600 ≥ 4. Para fines de éste trabajo, las transformantes aisladas en medio de 

cultivo fueron llamadas “cultivo madre” y se almacenaron a 4°C. 
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VI.2.2.5 Análisis de las transformantes de Pichia pastoris 

 

El análisis de las colonias transformadas de Pichia pastoris consistió en determinar la 

inserción del gen GP5 en el genoma de la levadura y verificar la capacidad de la colonia de 

crecer y metabolizar el metanol como inductor en el caso del promotor PAOX1 (pPICZα B); 

además, durante la inducción de la expresión de la proteína GP5 en presencia de metanol se 

monitoreó la expresión del transcrito a diferentes tiempos de inducción, así como la medición 

de las cinéticas de crecimiento de la levadura durante la expresión. Por lo que a continuación 

se describen los procedimientos utilizados para los análisis de expresión de la proteína en P. 

pastoris. 

 

VI.2.2.5.1 Análisis del genotipo por PCR 

 

La inserción del gen modificado de GP5 en el genoma de P. pastoris por recombinación 

homóloga se comprobó mediante la técnica de PCR punto final. Para la transformación con el 

vector pPICZαB, se utilizaron como cebadores secuencias del sitio 5’ y 3’ AOX1 propias del 

vector que flanquean al gen de interés (Figura 7), propuestos en el manual de Easy selection 

Pichia Expresion (Invitrogen); ambos iniciadores tienen una temperatura de desnaturalización 

(Tm) de 55˚C. En el caso de las transformaciones con el vector pGAPZαB, se utilizaron como 

cebadores la secuencia en 5’ empleada para la amplificación del gen gp5 (apartado VI.2.1.2) y 

el 3’ AOX1 propia del vector (Figura 7), ambas secuencias se trabajaron a una Tm promedio 

de 55˚C. 

 

Promotor PAOX1 
AOX1 5’ F          

 5’  Met Factor-α Gen de interés  Tag 6XHis * 3’  

         AOX1 3’ R 

Promotor PGAP 

   5’ gp5 F       

   5’ - Gen de interés  Tag 6XHis * 3’  

         AOX1 3’ R 

Figura 6. Región del vector de P. pastoris amplificada para el análisis por PCR. 
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El ADN genómico (ADNg) de las colonias transformantes se extrajo usando el 

protocolo de MasterPure
TM

 Yeast DNA Purification Kit de EPICENTRE. Para esto, se creció 

10 colonias aisladas en 3ml YPD y zeocina (100μg/ml) con un inóculo de 100μl del cultivo 

madre a 30ºC / 250rpm / 24h. La cuantificación del ADNg mostró un rendimiento en la 

concentración entre 1.5 – 4 μg/μl. Las condiciones de reacción para el análisis de las 

transformantes por PCR se muestran a continuación: 

 

Reacción de PCR  Condiciones del PCR  Testigos 

5 μl Buffer PCR 10X Calentamiento 95°C / 5min 

35 ciclos 

Agua 

1 μl dNTP’s (10mM) Desnaturalización 94°C / 30seg X-33
** 

 

1.5 μl MgCl2 (50mM) Alineamiento 55°C / 50seg pPICZαB
***

  

4 μl AOX1 F/R
*
 (5μM) Extensión 72°C / 40seg  

2 μl gp5F/AOX1R
*
 

(10μM) 

Extensión final 72°C / 7min   

~4 µg DNA genómico     

0.5 μl Taq pol.     

Vol. Final 50µl     

*
Mezcla de cebadores 

**
 ADNg de la levadura X-33 

***
ADNp del vector pPICZαB 

 

El producto de amplificación se observó mediante electroforesis de gel de agarosa y 

como controles se consideraron el ADNp del vector pPICZαB vacío y la cepa X-33 sin 

transformar. 

 

VI.2.2.5.2 Análisis del fenotipo AOX1 

 

La determinación del fenotipo de las transformantes se basó en la capacidad de la 

colonia de metabolizar y crecer en presencia de metanol. Debido a que se usó como hospedero 

a la cepa silvestre X-33, el fenotipo esperado fue Mut
+
, lo que indicó que la levadura fue capaz 

de metabolizar y crecer en medio con metanol; a la colonia que fue incapaz de crecer en dicho 
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medio, se le identificó con el fenotipo Mut
S
. Para ello, a las colonias que resultaron positivas 

al análisis del genotipo, en las cuatro construcciones de GP5 así como del vector pPICZαB 

vacío, se les determinó su fenotipo AOX1 en base al manual EasySelect Pichia Expression kit 

y se utilizó como control positivo la cepa X-33 de fenotipo Mut
+
. Las clonas se sembraron al 

paralelo en medio sólido con glucosa (MDH) y con metanol (MMH) durante 48h a 30°C.  

 

VI.2.2.6 Expresión de la proteína bajo dos promotores: PAOX1 y PGAP. 

 

La inducción en la expresión de la proteína con el ectodominio GP5 modificado en 

Pichia pastoris bajo un promotor inducible, PAOX1, en presencia de metanol se llevó a cabo en 

base al manual EasySelect Pichia Expression kit para el fenotipo Mut
+
. El diseño de la 

experimentación se basó en utilizar un par de clonas de fenotipo Mut
+
 para cada uno de los 

genes y el vector pPICZαB vacío y la levadura X-33 sin transformar como controles 

negativos,. Las inducciones se realizaron tanto en medio rico (BMMY) como en medio 

mínimo (MMY), para determinar el tiempo óptimo de expresión de la proteína; paralelamente, 

se realizó el análisis del transcrito por RT-PCR. La inducción en la expresión de la proteína 

del gen modificado de gp5 ResPRRS_MLV bajo un promotor constitutivo, PGAP, se llevó a 

cabo en base al manual Pichia expression vectors for constitutive expression and purification 

of recombinant proteins de Invitrogen. 

 

VI.2.2.6.1 Cinética de expresión para un medio constitutivo 

 

- Primeramente, se inoculó 100µl del cultivo madre en 3ml de YPD líquido con zeocina 

(100μg/ml)  y se incubó a 30˚C / 250rpm/ 24h. 

- La cinética de expresión inició inoculando 100µl del pre-inóculo en 50ml de YPD con 

una incubación a 30˚C / 250rpm. 

- No se consideró muestra de tiempo 0h. 

- La toma de muestra fue de 1ml y se realizó cada 24h hasta las 96h.  

- Se separó la fracción del medio de la fracción celular por centrifugación a 3,000g, 10min, 

4°C. Ambas fueron almacenadas a -70°C hasta su análisis. 
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- Al mismo tiempo, se midió la OD600 en un espectrofotómetro de luz visible usando celdas 

de plástico a un FD1:10, para observar la cinética de crecimiento. 

- La fracción celular fue lisada por método físico con perlas de vidrio de 0.5mm 

(30seg/vortex, 30seg/hielo, por 10 ciclos). El sobrenadante se recuperó por centrifugación 

a máxima velocidad, 10min, 4°C. 

- Ambas fracciones se analizaron con la técnica de Western blot. 

 

VI.2.2.6.2 Cinética de expresión para un medio inductor 

 

- Primeramente, se inoculó 100µl del cultivo madre en 3ml de YPD líquido con zeocina 

(100μg/ml) y se incubó a 30˚C / 250rpm/ 24h. 

- Posteriormente, se inoculó 100µl del pre-inóculo en 25ml de medio rico BMGY (medio 

represor) a  30˚C / 250rpm/ 16h o hasta una OD600 = 4, la cual es medida en un 

espectrofotómetro de luz visible usando celdas de plástico a un FD1:10. 

- Para el tiempo 0h (sin inducción), se tomó una alícuota de 5ml de cultivo y se separó la 

fracción del medio de la fracción celular por centrifugación a 3,000g, 10min, 4°C. Ambas 

fueron almacenadas a -70°C hasta su análisis. 

- Posteriormente, el cultivo celular se centrifugó a 3,000g, 10min, a temperatura ambiente 

para retirar el medio represivo con glicerol y se lavó con agua destilada estéril, 

recuperando la pastilla celular por centrifugación a las mismas condiciones. 

- La pastilla celular se resuspendió en medio rico BMMY ó MMY (medio inductor) que 

contiene metanol al 1%, con el que se inició la inducción. El cultivo se incubó a 30°C / 

250rpm. 

- La toma de muestra de 5ml se realizó cada 24h hasta las 96h posterior a la inducción (pi); 

adicionando 1% v/v de metanol cada 24h para mantener la inducción.  

- Se midió la OD600 en un espectrofotómetro de luz visible usando celdas de plástico a un 

FD1:10, para observar la cinética de crecimiento. 

- Las fracciones fueron separadas y almacenadas, como se realizó con el tiempo de 0h. 

- En la fracción celular se analizó la expresión del transcrito por RT-PCR. 

- La fracción del medio se liofilizó para el análisis de la proteína por Western blot. 
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- Para el caso de la cinética en medio mínimo se midió la concentración de proteína total en 

la fracción del medio por el método de Bradford a 595nm. 

 

VI.2.2.6.3 Análisis de la expresión génica 

 

El análisis de la presencia del transcrito sólo se realizó para las cinéticas de expresión 

bajo un promotor inducible, PAOX1, que expresan el gen con el ectodominio GP5. Esto fue 

durante el tiempo de inducción con metanol y se llevó a cabo por el método de RT-PCR punto 

final. Para ello, se diseñó en el CLC
®
 sequence, un cebador en dirección 5’ que reconoce una 

secuencia interna en el ectodominio de GP5 y como cebador en 3’ se usó la secuencia 3’ 

AOX1 del vector pPICZαB, que reconoce una secuencia corriente abajo del transcrito.  

 

Se tomaron en cuenta los tiempos de inducción de 0, 24 y 48h pi, a los cuales: 

- De la fracción celular, se extrajo primeramente los ácidos nucleícos totales (ANt) con el 

Yeast DNA Purification Kit, sin tratamiento con la RNAsa que indica el procedimiento. 

Éstos se cuantificaron en un espectrofotómetro a 260nm. 

- Las muestras se trataron con DNAsaI para eliminar el material genómico. 

- El ADN complementario (cADN) se sintetizó usando como iniciador específico la 

secuencia 3’AOX1 para la transcripción reversa. Las condiciones de reacción para la 

digestión con DNAsaI y la síntesis del ADN complementario por RT-PCR se describen a 

continuación: 

 

Digestión con DNAsaI Síntesis del cADN (RT-PCR) 

Buffer 10X 

DNAsaI 
1µl ARN 1.5µl Buffer 5X RT 4µl 25°C / 5min 

DNAsaI 1 µl 3’ AOX1 1 µl dNTP’s (10mM) 1 µl 55°C / 60min 

ANt ~1µg Vol. Final 5µl MgCl2 (25mM) 2.4µl 70°C / 15min 

Vol. Final 10µl 70°C / 5min RNAsin 0.05µl 4°C / ∞ 

37°C / 30min 4°C / 5min Transcriptasa reversa 1µl  

Sol. Stop 1 µl  Vol. Final 15µl  

65°C / 10min     
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- Finalmente, se amplificó el cDNA por PCR punto final usando los iniciadores 5’GP5 / 

3’AOX1 anteriormente mencionados. El producto amplificado se observó en un gel de 

agarosa.  

 

Las condiciones para el análisis del cADN del transcrito por PCR punto final se describen a 

continuación: 

 

Reacción de PCR  Condiciones del PCR  Testigos 

5 μl Buffer PCR 10X Calentamiento 95°C / 5min  Agua 

1 μl dNTP’s (10mM) Desnaturalización 94°C / 30seg 

25 ciclos 

ADNp
*
  

1.5 μl MgCl2 (50mM) Alineamiento 55°C / 1min  

2 μl 5’GP5/3’AOX1 

(10μM) 

Extensión 72°C / 40seg  

2.5 µl cADN Extensión final 72°C / 7min   

0.2 μl Taq pol.  4°C / α   

Vol. Final 50µl     

*
Se usó el ADNp de cada construcción como control 

 

VI.2.2.7 Análisis de la expresión de la proteína madura. 

 

El análisis de la cantidad de proteína total presente en la fracción del medio extracelular 

durante la inducción con metanol, bajo condiciones de nutrientes mínimos, a los diferentes 

tiempos, se llevó a cabo por el método de Bradford. La curva estándar utilizada contempló las 

cantidades de 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5mg/ml de albúmina sérica y como testigo el medio 

de cultivo. El método consistió en utilizar una microplaca de 96 pozos, donde en pozos 

individuales se mezclaron 10µl de muestra más 200µl del reactivo de Bradford, se dejó 

reposar a temperatura ambiente por 5min y la lectura se realizó a 595nm en un lector de 

microplaca. 

 

Se analizó la presencia de la proteína madura que fuese secretada al medio extracelular 

durante la inducción con metanol o en medio constitutivo, así como la expresada 
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intracelularmente (pastilla celular). Primeramente, se analizó en gel desnaturalizante de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) con tinción con azul de Coomasie, el 

patrón de bandeo de las proteínas presentes en el medio. Posteriormente, se determinó su 

presencia mediante la técnica de Western blot usando como primer un anticuerpo monoclonal 

que reconoce la etiqueta de seis histidinas presentes en el extremo carboxilo terminal de la 

proteína recombinante. Para ello, las muestras tomadas durante las cinéticas se resuspendieron 

en buffer de muestra con 2-β-mercaptoetanol, en una relación 1:1 y se desnaturalizaron a 96°C 

/ 10min. La detección de la proteína madura por Western blot, tanto del ectodominio GP5 

como la proteína truncada de GP5 ResPRRS_MLV, se realizó a través de un reconocimiento 

primario con un anticuerpo monoclonal anti-His6 y un segundo anticuerpo anti-IgG acoplado a 

peroxidasa. 

 

VI.2.3 Sistema procariótico: Escherichia coli 

 

VI.2.3.1 Amplificación con Pfu de las secuencias RespPRRSV_MLV 

 

Antes de llevar a cabo la clonación de los genes gp5 de la secuencia ResPPRS_MLV en 

los vectores para E. coli, fue necesario reamplificar la secuencia del gen con la enzima Pfu. A 

continuación se describen las condiciones de reacción de PCR punto final con la enzima Pfu. 

El producto amplificado fue verificado por electroforesis en un gel de agarosa. 

 

Reacción de PCR  Condiciones del PCR  

5 μl Buffer Pfu c/MgSO4 Calentamiento 95°C / 3min  

1 μl dNTP’s (10mM) Desnaturalización 95°C / 30seg 

35 ciclos 
1 μl gp5F/R* (10µM) Alineamiento 55°C / 30seg 

1 μl ADN gp5 

amplificado (FD 1:100) 

Extensión 72°C / 1.20min 

1 μl Pfu pol. Extensión final 72°C / 7min  

Vol. Final 50µl  4°C / α  

*Mezcla de cebadores 
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VI.2.3.2 Clonación en un sistema de expresión pET  

  

La expresión de la proteína GP5 de la secuencia ResPRRS_MLV en E. coli se llevó a 

cabo en un sistema pET, con un vector pET102/D-TOPO, el cual direcciona la clonación en 

base a una secuencia cacc que fue añadida a los cebadores específicos para E. coli  y que 

reconoce una secuencia gtgg del vector en dirección 5’. El vector pET102/D-TOPO se 

caracteriza por contener una HP-tiorredoxina, corriente arriba del sitio de clonación del gen, 

para incrementar la eficiencia de expresión. La reacción para la clonación del gen gp5 en el 

vector pET102/D-TOPO se muestra a continuación:  

 

Reactivos Cantidad  

ADN amplificado 4µl 

20min 

T° amb 

Sol. Salina (dil. 1:4) 1µl 

pET102/D-TOPO 1µl 

Vol. Final 6µl 

 

Ya clonada la secuencia de GP5 en el vector pET102/D-TOPO, se prosiguió a 

transformar primeramente en la cepa de E. coli TOP10 por electroporación. El protocolo 

realizado fue: 

- Se mezcló 1.5µl de producto de ligación con 50µl de células de E. coli TOP10 

electrocompetentes. 

- Las condiciones de electroporación fueron: celda 0.1cm, 1500V, 25µF y 200Ω. 

- Se recuperaron las células con 250µl de medio S.O.C. estéril. 

- Las colonias se seleccionaron con 100µg/ml de ampicilina en medio LB a 37°C por 18 

horas en una incubadora. 

 

El análisis de las colonias transformadas se realizó por PCR punto final. Para ello, se 

utilizaron cebadores del vector pET102/D-TOPO de Invitrogen que reconocen en 5’ una 

secuencia interna en la tiorredoxina, corriente arriba del sitio de clonación del gen, y en 

dirección 3’ una secuencia T7 corriente posterior al codón de paro. Las condiciones de 
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reacción del PCR punto final se describen a continuación; asimismo, el producto de la 

amplificación fue verificado por electroforesis en un gel de agarosa 

 

Reacción de PCR  Condiciones del PCR  Testigos 

5 μl Buffer PCR 10X Calentamiento 95°C / 5min  Agua 

1 μl dNTP’s (10mM) Desnaturalización 95°C / 30seg 

30 ciclos 

 

1.5 μl MgCl2 (50mM) Alineamiento 55°C / 1min  

0.5 μl Trx F Extensión 72°C / 1min  

0.5 μl T7 R Extensión final 72°C / 7min   

1 µl ADNp  4°C / α   

0.25 μl Taq pol.     

Vol. Final 50µl     

*Mezcla de cebadores 

 

VI.2.3.3 Expresión en células BL21(DE3) bajo un sistema pET 

 

La cepa de E. coli BL21(DE3) como sistema de expresión proporciona un mecanismo 

controlado de la expresión de la proteína, al fomentar la sobreexpresión de la ARN polimerasa 

T7  que transcribe el gen gp5 en presencia de IPTG como inductor. La cepa BL21 (DE3) se 

transformó con el vector pET102/D-TOPO clonado con GP5 mediante choque térmico, 

siguiendo el método físicoquímico descrito en el apartado VI.2.1 .1 para células One Shot® 

TOP10 chemically competent E. coli. 

 

El protocolo de expresión que se utilizó, a fin de obtener la proteína modificada de GP5, 

se basó en el manual Champion™ pET directional TOPO
®
 expression kit, donde: 

- Se inocula una colonia previamente seleccionada con ampicilina en 10ml LB y ampicilina 

(100µg/ml) como marcador de selección y se incuba a 37°C, 250rpm, toda la noche. 

- Del pre-cultivo anterior se toman 500µl y se inoculan en 10ml de LB + ampicilina 

(100µg/ml). Se incuba a 37°C y 250rpm durante 2h o hasta alcanzar una OD600 = 0.5-0.8. 

- Posteriormente, el cultivo se separa en dos fracciones de 5ml cada una.  
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- Uno de los cultivos se utiliza como control (sin inductor).  

- Al otro cultivo se le añade IPTG como inductor a una concentración final de 1mM.  

- Ambos cultivos, con y sin inductor, se incuban a 37°C y 250rpm. 

- Se realizan tomas de muestra de 400µl, en ambos cultivos, cada hora hasta las 6h. 

- Las muestras tomadas se centrifugan a máxima velocidad por un minuto y se separan las 

fracciones en dos tubos. éstos se almacenan a -20°C. 

- Las muestras se analizan por SDS-PAGE y Western blot. 

 

VI.2.3.4 Análisis de la expresión de la proteína madura GP5 

 

El análisis en la detección de la proteína recombinante expresada en E. coli BL21(DE3) 

bajo el sistema pET, se llevó a cabo a través del reconocimiento por anticuerpos de la etiqueta 

de seis histidinas presente en el extremo carboxilo de la proteína madura con la técnica de 

Western blot, tal como se describió en el apartado VI.2.2.7. Para ello, se utilizó como 

reconocimiento primario un anticuerpo monoclonal anti-His6 y un segundo anticuerpo anti-

IgG acoplado a peroxidasa. 

 

VI.2.3.4 .1 Localización celular de la proteína madura GP5 

 

Después del análisis de la expresión de la proteína bajo condiciones de inducción, fue 

necesario determinar la localización de la proteína en las células de E. coli. Por lo que para 

determinar la solubilidad de la proteína expresada se realizó lo siguiente: 

 

- Se llevó a cabo la inducción de la expresión de la proteína con IPTG y se recolectaron 

las células a diferentes tiempos de inducción. 

- La pastilla celular obtenida se resuspendió en buffer PBS, tritón x-100 al 0.1% e 

inhibidor de proteasas a una concentración de 1X. 

- Las células fueron lisadas con un sonicador a una intensidad de 10 (I=10) por un lapso 

de 10 y 30 segundos en hielo, esto se repitió hasta aclarar el cultivo. 

- Posteriormente, se centrifugó a máxima velocidad por un minuto para separar las 

fracciones solubles e insolubles. 
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- La fracción soluble se precipitó con acetona, con una relación 1:4, toda la noche a -

20°C. Las proteínas precipitadas se concentraron en una pastilla por centrifugación a 

10,000rpm, 10min, 4°C. 

- Las pastillas de la fracción insoluble y el precipitado con acetona de la fracción soluble 

se disolvieron en buffer de muestra con 2-β-mercaptoetanol para SDS-PAGE y se 

desnaturalizaron a 96°C por 5min. 

- La detección de la proteína se realizó por anticuerpos con la técnica de Western blot, 

descrita en el apartado VI.2.2.7. 

 

VI.2.3.5 Purificación mediante cromatografía de afinidad 

 

Primeramente, la proteína debe ser expresada bajo la inducción en IPTG: 

- Se inoculó una colonia positiva a la expresión en 3ml de LB+ampicilina (100µg/ml) y se 

incubó a 37°C, 250rpm, toda la noche. 

- Del pre-cultivo anterior se tomó 1ml por cada 100ml de cultivo a inocular de LB + 

ampicilina (100µg/ml) y se incubó a 37°C y 250rpm hasta alcanzar una OD600 = 0.6-0.8 

- Se le añadió IPTG como inductor a una concentración final de 1mM.  

- El cultivo se dejó crecer bajo inducción a 37°C y 250rpm por un periodo de 4h. 

- Una vez finalizado el periodo de inducción se recolectaron las células por centrifugación a 

máxima velocidad, 10min, 4°C. Las células fueron almacenadas a -20°C. 

 

La purificación por cromatografía de afinidad de la proteína GP5 se realizó utilizando 

una columna de afinidad de Niquel 2
+
,HisTrap™ High purification de 1ml (GE HealthCare), 

que interacciona con la etiqueta de histidinas presentes en el carboxilo terminal de la proteína. 

Para el tratamiento y purificación de proteínas contenidas en cuerpos de inclusión, se utilizó el 

protocolo descrito en el manual Recombinant Protein Purification de la empresa GE 

Healthcare con las siguientes modificaciones: se sustituyó la urea por guanidina, se 

aumentaron las concentraciones de imidazol en el buffer de unión a 20mM y de lavado a 

50mM y se sustituyó la concentración de 20mM Tris-HCl por una solución salina de buffer de 

fosfatos (PBS). 
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VII. RESULTADOS 

 

VII.1 Secuencias del gen gp5 modificadas para conjugación química. 

El análisis del gen gp5 del VSRRP y su modificación con una cisteína que pueda estar 

disponible para conjugación química se realizó en dos secuencias del gen gp5 de diferente 

procedencia. Por una parte, se buscó trabajar con la región del ectodominio de un aislado viral 

mexicano y, por la otra, con una versión truncada del ORF5 de la secuencia vacunal, 

ResPRRS_MLV. Estos genes se diseñaron con las secuencias necesarias para ser clonados en 

vectores de dos modelos de expresión, E. coli  y P. pastoris. Con los resultados que se 

obtuvieron, se verificaron los procedimientos que se llevaron a cabo durante la clonación de 

las secuencias de GP5 a los vectores de expresión correspondientes. 

 

VII.1.1 Clonación de la región del ectodominio de GP5 modificado con cisteína. 

 

El primer paso en esta estrategia consistió en analizar y seleccionar una secuencia del 

gen gp5 del VSRRP a partir de en un alineamiento (Anexo 2) de secuencias nucleotídicas del 

ORF5 de la proteína GP5 de aislados virales mexicanos del estado de Jalisco proporcionado 

por la empresa Boehringer Ingelheim
®
 Vetmedica. Se seleccionó la secuencia con rotulación 

PRRS_2005/sitio 27-1 debido a que fue la secuencia más variable con respecto a la cepa 

vacunal (ResPRRS_MLV). Para identificar en esta secuencia la región del ectodominio de 

GP5, se comparó su secuencia aminoacídica con lo reportado por Han y col. en el 2006 

(Anexo 1) y se consideró como ectodominio una secuencia que abarcó las regiones expuestas 

de la proteína y que correspondieron del aminoácido 27 al 115 del ORF5.  

 

La distribución topológica del ectodominio GP5 de la secuencia PRRS_2005/sitio 27-1 se 

despliega a continuación: 

 

Ectodominio PRRS_2005/sitio 27-1 

27-VLVNANSSSSSYSQLIYNLTLCELNGTDWLKNRFDWAVETFVIFPVLTHIVS 

YGALTTSHFLDTAALVTVSTAGFVHERYVLSSIYAVV-115 
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En base a lo reportado por Han y col. en el 2006 (Anexo 1), se identificó en la secuencia 

del ectodominio, con color amarillo y verde la primera y segunda región hipervariable, 

respectivamente; en color azul se enmarcó la presencia del epítope A y en morado el epítope 

B, separados por sus siete residuos de aminoácidos; esto coincide con lo reportado por 

Ostrowsky y col. en el 2002; en la segunda región del extravirión (en verde) se enmarcó en 

rojo la única cisteína nativa presente en esta región, asociada por Dea y col., 2000 con el 

enlace disulfuro que se genera entre la proteína GP5 y M; en color gris se enmarcó la región 

de la proteína que atraviesa la membrana. 

 

Cuadro 12. Genes sintéticos del ectodominio GP5 diseñados para P. pastoris. 

Ectodominio de GP5 

5’gttttggttaacgctaactcttcttcttcttcttactctcaattgatttacaacttgactttgtgtgaattgaacggtactgattggttgaagaaca

gatttgattgggctgttgaaacttttgttatttttccagttttgactcatattgtttcttacggtgctttgactacttctcattttttggatactgctgctttg

gttactgtttctactgctggttttgttcatgaaagatacgttttgtcttctatttacgctgttgtt 3’ 

1. GP5-Cys 

(294nt, 98aa) 

ctgca↓ggggttttggttaacgctaactcttcttcttcttcttactctcaattgatttacaacttga

ctttgtgtgaattgaacggtactgattggttgaagaacagatttgattgggctgttgaaactttt

gttatttttccagttttgactcatattgtttcttacggtgctttgactacttctcattttttggatactg

ctgctttggttactgtttctactgctggttttgttcatgaaagatacgttttgtcttctatttacgctg

ttgttggttctggtggttgtggtggtggt↓ctaga 

2. GP5 

(273nt, 91aa) 

 

ctgca↓ggggttttggttaacgctaactcttcttcttcttcttactctcaattgatttacaacttga

ctttgtgtgaattgaacggtactgattggttgaagaacagatttgattgggctgttgaaactttt

gttatttttccagttttgactcatattgtttcttacggtgctttgactacttctcattttttggatactg

ctgctttggttactgtttctactgctggttttgttcatgaaagatacgttttgtcttctatttacgctg

ttgttggt↓ctaga 

3. GP5-Linker-Cys 

(339nt, 113aa) 

ctgca↓ggggttttggttaacgctaactcttcttcttcttcttactctcaattgatttacaacttga

ctttgtgtgaattgaacggtactgattggttgaagaacagatttgattgggctgttgaaactttt

gttatttttccagttttgactcatattgtttcttacggtgctttgactacttctcattttttggatactg

ctgctttggttactgtttctactgctggttttgttcatgaaagatacgttttgtcttctatttacgctg

ttgttggtggtggtggttctggtggtggtggttctggtggtggtggttctggttctggtggttgt

ggtggtggt↓ctaga 

4. Cys-Linker-GP5 

(339nt, 113aa) 

ctgca↓gggggttctggtggttgtggtggtggtggtggtggttctggtggtggtggttctggt

ggtggtggttctgttttggttaacgctaactcttcttcttcttcttactctcaattgatttacaacttg

actttgtgtgaattgaacggtactgattggttgaagaacagatttgattgggctgttgaaacttt

tgttatttttccagttttgactcatattgtttcttacggtgctttgactacttctcattttttggatactg

ctgctttggttactgtttctactgctggttttgttcatgaaagatacgttttgtcttctatttacgctg

ttgttggt↓ctaga 



57 

 

El siguiente paso consistió en diseñar genes sintéticos modificados con una cisteína 

adyacente y sitios de clonación PstI/XbaI para el vector inducible pPICZαB de P. pastoris. 

Para fines prácticos, en el Cuadro 12 se muestran los genes que fueron diseñados para la 

región del ectodominio GP5. Con color morado se señaló el sitio para PstI, en color rojo el 

sitio para XbaI y con una flecha los sitios de corte que generan la movilización al vector de 

clonación; en color amarillo se indicó la etiqueta de cisteína adicionada; en color verde la 

secuencia linker; y los  residuos de guanina que mantienen el marco de lectura del gen se 

encuentran en color gris  

 

Los genes optimizados para P. pastoris se mandaron sintetizar a la compañía GenScript 

Corporation y fueron entregados en el plásmido pUC57 por separado; para fines de 

manipulación, se transformaron células de E. coli TOP10 con cada una de las construcciones. 

Para verificar la inserción del plásmido en las colonias transformadas, se realizó una digestión 

enzimática del ADNp con EcoRI/HindIII, que flanquean el sitio de clonación en el plásmido 

pUC57. El análisis de ADN plasmídico de E. coli transformadas con el ectodominio GP5 en 

pUC57 se realizó en un gel de agarosa al 1.2% con SYBR-Safe como reactivo de revelado 

(Fig. 7).  

 

 
 

Figura 7. Análisis de ADN plasmídico de E. coli transformadas con el ectodominio GP5 en 

pUC57. El carril 2 corresponde a pGP5Cys (395pb), el 3 a pGP5 (448pb), el 4 a pGP5-L-Cys (470pb) y el 5 a 

pCys-L-GP5 (484pb); el carril 1 es el marcador de peso molecular de 1 kb PLUS ladder. 
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En la parte inferior del gel se identificaron las bandas que correspondieron al tamaño de 

los pesos moleculares reportados en la información proporcionada por la empresa GenScript y 

que fueron generados por el corte enzimático de EcoRI/HindII en cada plásmido contenido en 

E. coli TOP10. L. 

 

Posteriormente, se efectuó la liberación y movilización del ectodominio GP5 modificado 

por digestión enzimática con PstI/XbaI, del plásmido pUC57 al vector pPICZα B para P. 

pastoris y la generación de líneas transformantes de E. coli TOP10. De igual manera, para 

verificar que se llevó a cabo la clonación e inserción del plásmido en las colonias 

transformadas, se realizó una digestión enzimática del ADNp con PstI/XbaI, que flanquean la 

región del ectodominio de GP5. 

 

 

Figura 8. Análisis de ADN plasmídico de E. coli transformadas con ectoGP5-pPICZαB.  
El carril 2 corresponde al vector vacío pPICZαB , el carril 3 a pGP5Cys (294pb), el 4 a pGP5 (345pb), el 5 a 

pGP5-L-Cys (366pb) y el 6 a GP5-L-Cys (366pb); el carril 1 es el marcador de peso molecular de 1 kb PLUS 

ladder. 

 

Se obtuvieron líneas transformadas de E. coli TOP10 con el plásmido ectoGP5-

pPICZαB para cada una de las construcciones que se diseñaron, como se muestra en la Fig. 8, 

en donde se observaron dos bandas como productos del corte enzimático.  La banda con 

mayor peso molecular (aproximadamente 3,000pb) correspondió al vector, mientras que la 

banda de menor peso molecular, que se observa tenuemente en la parte inferior del gel 

correspondió a la región del ectodominio liberado para cada una de las construcciones. 
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Asímismo, para fines de estudios posteriores se transformaron células de E. coli TOP10 con el 

vector pPICZαB vacío. 

 

El ADNp de las colonias transformadas para cada construcción se mandó secuenciar a la 

Unidad de Secuenciación de LANGEBIO, usando como molde el iniciador AOX1 3’ del 

vector pPICZαB, por ser el más cercano al sitio múltiple de clonación y se demostró con un 

alineamiento, con el programa informático CLC
®
 sequence, que los plásmidos construidos se 

alineaban en su totalidad con la secuencia in silico diseñada; además, se corroboró que la 

secuencia clonada se encontró en fase dentro del vector. Cabe mencionar que los plásmidos de 

ectoGP5-pUC57 y ectoGP5- pPICZαB de cada construcción se encuentran actualmente 

almacenados en cepario a -70°C para estudios posteriores. 

 

 

VII.1.2 Clonación del gen gp5 de ResPRRS_MLV en dos modelos de expresión. 

 

Otra estrategia para diseñar un gen gp5 modificado con una etiqueta de cisteínas para 

conjugación química, alternativo al uso del ectodominio de GP5, partió de la secuencia 

amplificada del ORF5 de la cepa vacunal ResPRRS_MLV, obtenida por Lobato en 2011. La 

estrategia consistió en diseñar cebadores que amplifiquen el gen con una cisteína adicional 

adyacente y sitios de clonación en vectores para dos modelos de expresión, E. coli y P. 

pastoris. En el diseño de la secuencia a amplificar se consideró una secuencia sin péptido 

señal y otra sin codón de paro para ambos modelos; también se delimitó la amplificación de la 

proteína GP5, del aminoácido 27 al 199. 

 

La distribución topológica de la proteína GP5 de la secuencia ResPRRS_MLV se despliega a 

continuación: 

 

ORF5 del ResPRRS_MLV 

MLEKCLTAGCCSQLLSLWCIVPFCFA- 27-VLANASNDSSSHLQLIYNLTLCE 

LNGTDWLANKFDWAVESFVIFPVLTHIVSYGALTTSHFLDTVALVTVSTAGFVHGR

YVLSSIYAVCALAALTCFVIRFAKNCMSWRYACTRYTNFLLDTKGGLYRWRSPVIIE

KRGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSVATPITRVSAEQWGR-199 * 
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En base a lo reportado por Han y col. en el 2006 (Anexo 1) se identificó, en la secuencia 

del ectodominio, con color amarillo y verde la primera y segunda región hipervariable, 

respectivamente; en color azul se enmarcó la presencia del epítope A y en morado el epítope B 

separados por sus siete residuos de aminoácidos, esto coincide con lo reportado por Ostrowsky 

y col. en el 2002; en la segunda región del extravirión (en verde) se enmarcaron las cisteínas 

nativas presentes en esta región; en color gris se enmarcó la región de la proteína que atraviesa 

la membrana; las zonas sin color correspondieron a la región del intravirión. 

 

A partir de esta secuencia, se diseñaron tres genes gp5 truncados (no contienen el 

péptido señal nativo) con una cisteína adicional en uno u otro extremo de la proteína hipotética 

y un gen gp5 sin cisteína. Estos genes modificados se amplificaron con cebadores específicos 

para clonarlos en los modelos de expresión, E. coli y P. pastoris. En el Cuadro 13 se muestran 

los cebadores que se diseñaron para cada sistema de expresión y se indica en color amarillo la 

etiqueta de cisteína que se adicionó a la secuencia de GP5. Todos los cebadores delimitan en 

el interior del ORF5 del ResPRRS_MLV  con un fragmento de aproximadamente 522pb y 

tienen una Tm promedio de 60°C para hacer eficiente el uso de un cebador como molde para 

amplificar otro gen gp5. 

 

 

Cuadro 13. Iniciadores empleados para amplificar el gen gp5 en dos modelos de 

expresión. 

Iniciador Secuencia Tm / %GC 

Pichia pastoris 

ORF5 

Fwd tatataCTGCA↓GGGGTGCTCGCCAACGCCAG 
Tm 60.67 

70.59 %GC 

Rev 
tatataTCTAG↓ACCAGGACGACCCCATTGTTCCG 

 

Tm 60.18  

60.0%GC 

CysORF5 Fwd tatataCTGCA↓GGTGGTTGTGGTGGTGTGCTCGCCAA

CGCCAG 

Tm 60.67 

70.59%GC 

ORF5Cys Rev 
tatataTCTAG↓ACCACCACAACCACCAGGACGACCCC

ATTGTTCCG 

Tm 60.18   

60.0%GC 
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Escherichia coli 

ORF5 

Fwd CACCATGGTGCTCGCCAACGCCAG 
Tm 60.67  

70.59 %GC 

Rev AGGACGACCCCATTGTTCCG 
Tm 60.18   

60.0%GC 

CysORF5 Fwd 
CACCATGGGTGGTTGTGGTGGTGTGCTCGCCAACG

CCAG 

Tm 60.67   

70.59%GC 

ORF5Cys Rev ACCACCACAACCACCAGGACGACCCCATTGTTCCG 
Tm 60.18  

60.0 %GC 

 

Se realizó la amplificación por PCR punto final del gen gp5 truncado de la cepa vacunal 

ResPRRS_MLV utilizando los cebadores para ambos modelos.  

 

 
Figura 9. Amplificaciones de los genes gp5 del ORF5 del ResPRRS_MLV para P. pastoris.  
El carril 2 y 3 se usaron controles positivos y negativos, respectivamente; el carril 4corresponde a pORF5 

(550pb), el 5 a CysORF5 (562pb) y el 6 a pORF5Cys (562pb); adicionalmente, los carriles 7 y 8 son productos 

del corte enzimático de los vectores de expresión de P. pastoris; el carril 1 es el marcador de peso molecular de 1 

kb PLUS ladder 
 

 

Pichia pastoris. En el caso del sistema de expresión de P. pastoris, se observaron los 

productos de amplificación del gen gp5, en un gel de agarosa al 0.8% y SYBR-Safe como 

reactivo de revelado (Fig. 9) localizados en los carriles 4–6 con los tamaños correspondientes 
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al peso molecular esperado en cada una de las construcciones obtenidas a partir del juego de 

cebadores específicos para cada gen. En los carriles 7 y 8 se observaron los productos del 

corte enzimático de los vectores pPICZαB y pGAPZα B, respectivamente, que son necesarios 

para la clonación. La reacción de PCR se corroboró con la amplificación del control positivo y 

la falta de amplificación del agua, como control negativo. Posteriormente, la clonación de los 

fragmentos amplificados del gen gp5 a los vectores pPICZα B y pGAPZα B se realizó a través 

de los cortes enzimáticos generados por las enzimas PstI/XbaI. La generación de líneas 

transformantes de E. coli TOP10, con las diferentes construcciones de gp5-pPICZα B y gp5-

pGAPZα B, se verificó por digestión enzimática del ADNp con PstI/XbaI, que flanquean el 

gen gp5 en el vector. 

 

 

Figura 10. Análisis de ADN plasmídico de E. coli transformadas con el gen gp5 del 

ORF5 en pPICZαB y pGAPZαB. Los carriles del 1 al 10 corresponden a las construcciones en 

pPICZαB: los carriles 1 y 2 son el pORF5 (280pb), del 4-6 a pCysORF5 (294pb) y del 8-10 a pORF5Cys 

(345pb). Los carriles del 11 - 21 corresponden a las construcciones en pGAPZαB: del 11-13 son  pORF5 

(280pb), del 15-17 a pCysORF5 (294pb) y del 19-21 a pORF5Cys (345pb). Los carriles 3 y 14 al 

marcador de peso molecular de 1 kb PLUS ladder, mientras 7 y 18 al macador de peso molecular 2Log. 

 

Se obtuvieron líneas transformadas de E. coli TOP10 con los plásmidos gp5-pPICZα B y 

gp5-pGAPZα B para cada una de las construcciones que se diseñaron, como se muestra en la 
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Fig. 10, en donde se observaron dos bandas como productos del corte enzimático. La banda 

con mayor peso molecular (aproximadamente 3,000pb) correspondió al vector, mientras que la 

banda de menor peso molecular, que se observa tenuemente en la parte inferior del gel 

correspondió a la región de gen gp5 liberado para cada una de las construcciones. 

 

Escherichia coli. En el caso del sistema de expresión de E. coli, se observaron los productos 

de amplificación del gen gp5 en un gel de agarosa al 0.8% y SYBR-Safe como reactivo de 

revelado (Fig. 11) localizados en los carriles 3–5 con los tamaños correspondientes al peso 

molecular esperado para cada una de las construcciones obtenidas con el juego de cebadores 

específicos de cada gen. La reacción de PCR se corroboró con la amplificación del control 

positivo (592pb) y la falta de amplificación del agua como control negativo.  

 

 
 

Figura 11. Amplificaciones de los genes gp5 del ORF5 del ResPRRS_MLV para E. 

coli. En los carriles 1 y 2 se usaron controles positivos y negativos, respectivamente; el carril 3 

corresponde a pORF5 (529pb), el 4 a CysORF5 (561pb) y el 5 a pORF5Cys (561pb); el carril 1 es el 

marcador de peso molecular de 1 kb PLUS ladder 
 

 

 



64 

 

Los fragmentos del gen gp5 de la cepa vacunal ResPRRS_MLV amplificados con la Taq 

pol fueron nuevamente amplificados por PCR punto final con una enzima Pfu (extraída de 

Pyrococcus furiosus) de corrección de lectura, que cataliza la polimerización en dirección 

5’→ 3’ y tiene actividad exonucleasa en dirección 3’ → 5’, esto permitió la corrección de 

nucleótidos polimerizados erróneamente durante la primera amplificación. Los productos 

amplificados se verificaron en un gel de agarosa al 0.8% y SYBR-Safe como reactivo de 

revelado (Fig. 12). 

 

 
 

Figura 12. Amplificaciones con Pfu de los genes gp5 del ORF5 del ResPRRS_MLV para E. 

coli. Los carriles 1 y 2 corresponden a pORF5 (529pb), los 4 y 5 a CysORF5 (561pb) y los 7 y 8 a pORF5Cys 

(561pb); los carriles 3 y 6 al marcador de peso molecular de 1 kb PLUS ladder. 
 

Las bandas correspondientes a cada uno de los genes diseñados del ORF5 del 

ResPRRS_MLV fueron clonados direccionalmente en el vector pET102/D-TOPO a través de 

la secuencia cacc integrada al gen gp5 con los cebadores específicos para E. coli durante la 

primera amplificación. Para fines de manipulación, se transformaron células de E. coli TOP10 

con cada una de las construcciones. Para verificar que se llevó a cabo la clonación e inserción 

del plásmido en las colonias transformadas, se realizó la amplificación del ADNp por PCR 

punto final utilizando cebadores del vector pET102/D-TOPO de Invitrogen que reconocen en 

5’ una secuencia interna en la tiorredoxina, corriente arriba del sitio de clonación del gen, y en 

dirección 3’ una secuencia T7 corriente abajo del codón de paro. Los productos amplificados 

se verificaron en un gel de agarosa al 0.8% y SYBR-Safe. En la Figura 13, se observa que para 

el gen control (carril 1-4) las colonias 3 y 4 amplificaron la banda correspondiente al producto 

de la clonación en el vector pET102/D-TOPO, mientras que para los genes con cisteína 
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incorporada (CysGP5 de los carriles 6–9 y 14–19 y GP5Cys de los carriles 10-13) sólo se 

obtuvo una colonia transformada para cada gen. 

 

 

Figura 13. Clonación del gen gp5 del ORF5 del ResPRRS_MLV en pET102/D-TOPO para E. 

coli. Los carriles del 1-4 corresponden a pGP5 (761pb), los carriles del 6-9 y 15-19 a CysGP5 (776pb) y los 

carriles del 10-13 a pGP5Cys (776pb); los carriles 5 y 17 al marcador de peso molecular de 1 kb PLUS ladder. 
 

Los plásmidos con el gen GP5 de la cepa vacunal (ResPRRS_MLV) actualmente se 

encuentran clonados en los vectores pPICZαB y pGAPZαB de P. pastoris  y en el vector 

pET102/D-TOPO de E. coli. Las líneas transformantes de E. coli TOP10 se  encuentran 

almacenadas en cepario a -70°C para estudios posteriores. 

 

VII.2 Líneas transformantes con el gen gp5 modificado del VSRRP. 

 

El siguiente paso experimental fue la generación de transformantes de E. coli y P. 

pastoris con la secuencia del gen gp5 modificada con una cisteína adicional, en sus dos 

versiones: ectodominio de GP5 de un aislado viral mexicano y el ORF5 truncado de la cepa 

vacunal (ResPRRS_MLV). Para ello, se transformaron cepas de E. coli y P. pastoris, 

BL21(DE3) y X33/SMD1168H, respectivamente, con los plásmidos obtenidos en el segmento 

anterior. Se obtuvieron transformantes para los dos modelos de expresión en estudio; para el 

caso de BL21(DE3) de E. coli, el análisis de su transformación se realizó directamente en la 

expresión de la proteína madura; para P. pastoris, los resultados obtenidos demostraron la 

presencia del gen gp5 en el genoma de la levadura y se describen en los apartados siguientes. 
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VII.2.1 Transformación en Pichia pastoris bajo dos promotores de expresión. 

 

Una vez cumplido el objetivo de clonar los genes de gp5 modificados con una cisteína 

en los vectores de expresión pPICZα B y pGAPZα B, se prosiguió a transformar a Pichia 

pastoris con las cuatro construcciones del gen que contiene el ectodominio de GP5 clonado en 

pPICZα B en la cepa silvestre X-33 y el gen control gp5 de la cepa vacunal (ResPRRS_MLV) 

clonado en pGAPZα B en las cepas X-33 y SMD1168H. Los resultados de los análisis de las 

transformantes se desplegaron a nivel de genotipo para todas las transformaciones y a nivel de 

fenotipo para el caso del vector inducible. 

 

VII.2.1.1 Transformación del gen gp5 de ResPRRS_MLV en el promotor PGAP. 

 

En la estrategia de transformación de Pichia pastoris, la integración del gen gp5 de la cepa 

vacunal ResPRRS_MLV por recombinación homóloga con el vector pGAPZα B, fue dirigida 

a un promotor constitutivo del gen gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (PGAP). Para ello, 

la transformación se realizó en la cepa silvestre X-33 y deficiente en proteasas SMD1168H de 

P. pastoris únicamente con el gen control gp5 clonado en el vector pGAPZα B. El análisis 

genotípico de la  integración del cassette de expresión en el genoma de las levaduras se 

verificó por PCR punto final en cinco colonias transformadas para cada cepa de P. pastoris, 

utilizando los cebadores de la secuencia en 5’ empleada para la amplificación del gen gp5 

(apartado VII.1.2) y el 3’ AOX1 propio del vector. 

 

 

Figura 14. Análisis del genotipo de las transformantes con GP5 en el promotor PGAP.  
Los carriles 1 y 3 se usaron como controles negativo y positivo, respectivamente, los carriles del 4-8 

corresponden a pGP5 (710pb) en X-33 y los carriles del 10-14 a pGP5 (776pb) en SMD1168H, ; el carril 9 al 

marcador de peso molecular de 1 kb PLUS ladder. 
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Se obtuvieron líneas transformadas de P. pastoris con la construcción gp5-pGAPZα B 

para cada una de las cepas transformadas, como se muestra en la Fig. 14, en donde se 

observaron las bandas con el peso molecular de 710pb como producto de la amplificación. 

Para la transformación de la cepa silvestre X-33 (carriles 4-8), se observó en el carril 8 una 

sola colonia con el cassette de expresión integrado en el genoma; por otro lado, para la cepa 

SMD1168H (carriles 10-14) se observaron en los carriles 11, 13 y 14 tres colonias 

transformadas. La reacción de PCR se corroboró con la amplificación de la banda de 2.2kb del 

control positivo X-33 y la falta de amplificación del agua, como control negativo. 

 

VII.2.1.2 Transformación del ectodominio GP5 del aislado viral en el promotor PAOX1 

 

Para la estrategia de transformación de Pichia pastoris con el ectodominio de GP5 de un 

aislado viral, la integración por recombinación homóloga con el vector pPICZα B se dirigió a 

un promotor inducible del gen alcohol oxidasa (PAOX1). Para ello, la transformación se realizó 

en la cepa silvestre X-33 de manera independiente, con las cuatro construcciones diseñadas 

para el ectodominio de GP5 clonadas en el vector pPICZα B, así como del vector vacío. De 

igual manera, el análisis genotípico de la integración del cassette de expresión en el genoma de 

la levadura se verificó por PCR punto final, utilizando los cebadores de las secuencias 5’ y 3’ 

AOX1 propias del vector. Dicho análisis se realizó a diez colonias por construcción y cuatro 

del vector vacío; como control positivo se usó la cepa X-33, debido a que con estos iniciadores 

AOX1 5’/3’ se amplifica el gen de la enzima alcohol oxidasa con un peso molecular de 2.2kb. 

 

Se obtuvieron líneas transformadas de P. pastoris con la construcción ectoGP5-pPICZα 

B para cada una de las construcciones diseñadas, así como del vector vacío; como se muestra 

en la Fig. 15, se observaron las bandas con el peso molecular correspondiente al producto de la 

amplificación con los cebadores AOX1 5’/3’ en cada construcción. En la imagen D), para la 

construcción Cys-L-GP5 se mostró que una de las diez colonias amplificó una banda de 2.2kb 

correspondiente al gen del alcohol oxidasa y no la banda de 894pb correspondiente al gen con 

el ectodominio de GP5. La reacción de PCR se corroboró con la amplificación de la banda de 

2.2kb del control positivo X-33 y la falta de amplificación del agua, como control negativo. 
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Figura 15. Análisis del genotipo de las transformantes con el ectodominio GP5 en el 

promotor PAOX1. A) Análisis de las transformantes con el vector vacío (592pb); B) Análisis de las 

transformantes con el plásmido pGP5Cys (822pb); C) Análisis de las transformantes con el plásmido que 

contiene únicamente a GP5 (873pb). D) Análisis de las transformantes con el plásmido GP5-L-Cys y con 

Cys-LGP5 (894pb); MPM: 2 Log para las imágenes B y D y 1kb PLUS ladder para las imágenes A y C. 

 

 

A

) 

B) 

C) 

D) 
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VII.2.1.2.1 Manifestación fenotípica del gen alcohol oxidasa 

 

La inserción dirigida al promotor inducible PAOX1 se manifestó en el fenotipo de la 

levadura, lo que nos indicó si el gen aox1 cromosómico no se afectó durante una 

recombinación simple. El fenotipo de la colonia transformada se indica en Mut
+
 cuando esta 

fue capaz de crecer tanto en medio con glucosa (represivo) como en medio con metanol 

(inductivo); cuando solo fue capaz de crecer en glucosa se indica como fenotipo Mut
S
. Bajo 

este concepto, en el análisis fenotípico de la Fig. 16 se mostró que todas las colonias, con 

excepción de la 8 para la construcción GP5-L-Cys, presentaron un fenotipo Mut
+
; como 

control positivo se utilizó la cepa X-33 para comparar el fenotipo Mut
+
. 

 

0. pPICZα B 1.GP5Cys 

  

2.GP5 

 

3.GP5-L-Cys 4.Cys-L-GP5 

  

Figura 16. Análisis del fenotipo de las transformantes con el ectodominio GP5. 
0) Análisis de las transformantes con el vector vacío y control positivo; 1) Análisis de las transformantes 

con el plásmido pGP5Cys; 2) Análisis de las transformantes con el plásmido que contiene únicamente a 

GP5. 3) Análisis de las transformantes con el plásmido GP5-L-Cys. 4) Análisis de las transformantes con el 

plásmido Cys-LGP5. Medio con glucosa: lado izquierdo. Medio con metanol: lado derecho. 
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VII.3 Expresión de la proteína GP5 del VSRRP en dos modelos. 

 

La producción de la proteína recombinante GP5 del VSRRP adicionada con una cisteína 

que pueda estar disponible para conjugación química se llevó a cabo en dos modelos de 

expresión, Escherichia coli y Pichia pastoris, bajo diferentes promotores. En el caso de P. 

pastoris se buscó expresar la proteína con el ectodominio GP5 utilizando al metanol como 

inductor, así como la producción de la proteína GP5 de la cepa vacunal de manera 

constitutiva. Para E. coli, se expresó la proteína GP5 de la cepa vacunal en presencia de IPTG. 

La presencia de la proteína madura en ambos modelos de expresión se determinó por 

anticuerpos a través de la etiqueta de histidinas presente en el carboxilo terminal.  

 

VII.3.1 Expresión en Pichia pastoris bajo dos promotores. 

 

El sistema de expresión basado en Pichia pastoris permite expresar proteínas 

heterólogas de forma inducible (PAXO1) o constitutiva (PGAP) con la opción de ser secretadas al 

medio extracelular con un mínimo de proteínas nativas de la levadura. En base al promotor del 

gen aox1, se expresó el ectodominio de GP5 de un aislado viral, tanto en medio rico como en 

medio mínimo, en presencia de metanol como inductor. Mientras que con el promotor del gen 

gap, se expresó la proteína GP5 (sin péptido señal) de la cepa vacunal ResPRRS_MLV de 

manera constitutiva. Para cada una de las estrategias se realizaron cinéticas de expresión, las 

cuales se describen en los siguientes dos apartados, con sus respectivos análisis. 

 

VII.3.1.1 Expresión del ectodominio GP5 modificado en presencia de metanol. 

 

El proceso de inducción en presencia de metanol para la expresión de la proteína con el 

ectodominio GP5 de un aislado viral modificado con una cisteína en P. pastoris, se llevó a 

cabo en dos fases: 1) generación de biomasa celular en un medio con glucosa como represor y 

2) la inducción en un medio con metanol como inductor. La variante del medio rico o medio 

mínimo se modificó en la fase 2 del proceso de inducción; el medio mínimo carece de 

hidrolizados peptídicos. Se realizaron cinéticas de expresión a colonias de fenotipo Mut
+
 para 

determinar el tiempo óptimo de expresión de la proteína; las colonias se seleccionaron en base 
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a su densidad óptica, ya que se ha asociado el crecimiento de la levadura con la expresión de 

la proteína recombinante (Cereghino y Cregg, 2000). 

 

1) Medio Rico (BMMY) 

 

En los análisis de expresión con metanol realizados a transformantes de P. pastoris con 

el ectodominio de GP5, se consideró trabajar primeramente con la colonia 7 del gen GP5-L-

Cys que posee una cisteína acoplada en el extremo carboxilo de la proteína madura; debido a 

que fue la colonia que obtuvo mayor densidad óptica como cultivo madre. La cinética de 

expresión con 1% de metanol como inductor se analizó cada 12h hasta las 96h en medio rico, 

tanto en la fracción del medio como en el lisado celular; el patrón de las proteínas presentes en 

ambas fracciones se observó en un gel de poliacrilamida al 15% con SDS (SDS-PAGE al 

15%), mientras la detección de la proteína ectoGP5 se determinó a través del reconocimiento 

por anticuerpos de la etiqueta de seis histidinas (His6 tag) presentes en el extremo carboxilo de 

la proteína madura.  

 

En la Figura 17, se observó en la fracción del medio extracelular (muestras previamente 

liofilizadas) que mediante el análisis de proteínas secretadas con tinción de Coomasie no se 

observó la banda de 16.5KDa correspondiente al peso molecular de la proteína ectoGP5-L-

Cys en ninguno de los tiempos de inducción; no obstante, mediante la detección de His6 tag se 

observó reconocimiento a partir de las 24h, a un peso molecular de aproximadamente 25 -

27KDa, la cual se encuentra por arriba del peso estimado para la proteína. Del mismo modo, 

se realizó el análisis de la presencia de la proteína en el lisado celular, donde se observó que 

no hubo reconocimiento por anticuerpos en ninguno de los tiempos de inducción. 
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Fracción del medio 

  

Lisado celular 

  

Figura 17. Análisis de la expresión en P. pastoris de ectoGP5-L-Cys en medio rico.  
A) Análisis de la fracción del medio extracelular por tinción de Coomasie; B) Análisis de la fracción del medio 

extracelular por Western blot; C) Análisis del lisado celular por tinción de Coomasie. D) Análisis del lisado 

celular por Western blot. C+: proteína recombinante positiva a His6 tag.MPM SDS-page con Tinción de 

Coomasie: Broad Range. MPM Western blot: B) See Blue; D) kaleidoscope. 
      

 

Se amplió el análisis de la expresión de la proteína con el ectodominio de GP5 a otras 

colonias transformadas; para ello, se consideró una colonia control GP5 y dos colonias GP5-L-

Cys, en las cuales se indujo la expresión con 0.5% de metanol como inductor cada 24h hasta 

las 96h en medio rico, se monitoreó el crecimiento por densidad óptica a 600nm y el patrón de 

proteínas en el medio extracelular por SDS-PAGE al 15% con tinción de Coomasie. En la 

Figura 18, se observó que durante la inducción en medio rico hubo un crecimiento celular de 

B) A) 

C) D) 
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una OD600≤ 2 a OD600≤ 10 en las primeras 24h p.i., aumentando dos unidades cada 24h hasta 

una OD600≤10 a las 96h p.i., mostrando un patrón similar para cada una las colonias 

analizadas; sin embargo, no se observó en el gel SDS-PAGE al 15% con tinción de Coomasie 

un patrón de proteínas secretadas al medio en ninguno de los tiempos de inducción.  

 

      

Figura 18. Cinética de crecimiento en medio rico con metanol. 

 

 

2)  Medio mínimo (MMY) 

Con fin de cuantificar la cantidad de proteína presente en el medio extracelular, se 

realizó una cinética de expresión en medio mínimo con metanol como inductor, utilizando dos 

colonias transformadas con cada construcción diseñada, una colonia con el vector vacío y la 

cepa silvestre X-33 sin transformar. La cinética se monitoreó cada 24h hasta las 96h por 

densidad óptica a 600nm, se analizó la expresión génica por RT-PCR a los tiempos de 0, 24 y 

48 p.i., se cuantificó la cantidad de proteína total secretada al medio por el método de 

Bradford y finalmente se determinó la presencia de la proteína madura en el medio 

extracelular a los tiempos de 0, 24 y 48 p.i. a través del reconocimiento por anticuerpos de la 

etiqueta de seis histidinas (His6 tag) presente en el extremo carboxilo de la proteína madura. 
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Figura 19. Cinética de crecimiento en medio mínimo con metanol. 

 

En la Figura 19, se observó que durante la inducción hubo un crecimiento celular de una 

OD600≤ 1 a OD600≤ 9 en las primeras 24h p.i., aumentando una unidad cada 24h hasta una 

OD600≤12 a las 96h p.i., observándose un patrón similar para cada una las colonias analizadas. 

 

A su vez, el análisis del transcrito por RT-PCR mostró expresión del mensajero con los 

pesos moleculares esperados durante la amplificación para las colonias transformadas con el 

ectodominio de GP5 a los tiempos 24 y 48 p.i.; en algunos casos, hubo amplificaciones en 

tiempo 0h p.i., aunque se descartó la presencia de material genómico; mientras, en el vector 

vacío y X-33 no se mostró amplificación en ninguno de los tiempos, tal como se esperaba. Los 

productos de las amplificaciones del cDNA (Fig. 20) se observaron en un gel de agarosa; 

como control positivo se utilizó el ADN plasmídico de las colonias transformadas en E. coli. 
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Figura 20. Análisis de la expresión génica por RT-PCR durante la cinética de expresión 

de la proteína recombinante. A) Análisis del cDNA de X-33 sin transformar y la colonia 0.1 del 

vector vacío; B) Análisis del cDNA de las colonias 2 y 4 de la construcción GP5Cys (380pb) y de las 

colonias 3 y 9 de la construcción de GP5; C) Análisis del  cDNA de las colonias 6 y 10 de la construcción 

GP5-L-Cys (473pb); D) Análisis del cDNA de las colonias 4 y 7 de la construcción Cys-LGP5 (380pb); 

MPM: 2 log. 

 
 

 

Para la concentración de proteína secretada al medio, no fue posible obtener lecturas de 

absorbancia mayores al punto más bajo de la curva (0.05 mg/ml) durante las 96h de inducción 

en todas las construcciones con el método de Bradford (Fig. 21); a su vez, no se mostró un 

patrón similar en las diferentes colonias analizadas así como en los tiempos de inducción en 

cada una de ellas. 

A) 

B) 

C) D) 
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Figura 21. Cuantificación de proteína en medio mínimo con metanol. 

 

Fracción del medio 

  

 

Figura 22. Reconocimiento de la proteína madura del ectodominio GP5 por Western blot en 

P. pastoris. Para cada una de las muestras se analizaron los tiempos 0, 24 y 48 p.i. A) La cepa X-33 sin 

transformar, el vector pPICZαB y dos clonas de la construcción GP5-Cys; B) Dos clonas de la construcción con 

solo GP5 y una clona de GP5-L-Cys; C) Una clona de la construcción GP5-L-Cys y dos clonas de Cys-L-GP5; 

C+ es una proteína recombinante reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-His6X; MPM: Kaleidoscope. 

C) 

B) A) 
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Finalmente, el análisis de la proteína madura (Fig. 22) por Western blot a los tiempos de 

0-48h p.i. mostró un reconocimiento específico a la etiqueta de histidinas en las clonas que 

deberían expresar la proteína de interés únicamente a 24 y 48h p.i., observando ausencia de 

reconocimiento en los tiempos 0h p.i. y en todos los tiempos correspondientes a la cepa X-33 

sin transformar o transformada con el vector vacío. Como control positivo del ensayo de 

Western blot, se incluyó una proteína recombinante que contiene una etiqueta de histidinas 

que también fue reconocida por el anticuerpo utilizado. A pesar de que el tratamiento de las 

muestras liofilizadas no permitió determinar el peso molecular de la proteína, se supuso que es 

de mucho mayor peso de lo esperado para la proteína con el ectodominio de GP5 en sus 

diferentes versiones. 

 

Existen varios parámetros que pudieron haber afectado la expresión del ectodominio 

GP5 del VSRRP bajo el control transcripcional del PAOX en P. pastoris. Algunos de ellos son 

propios de la levadura, otros están relacionados con la naturaleza de la proteína y otros con 

parámetros que influyen en el proceso de inducción; sin embargo, muchos fueron 

considerados en el diseño de la secuencia de la proteína y otros durante la manipulación de P. 

pastoris. Dentro de los problemas intrínsecos del sistema de expresión, se consideró que las 

colonias tuvieran el mismo fenotipo Mut
+
 que la cepa silvestre X-33; se dirigió la 

recombinación homóloga al gen aox1 en el genoma de la levadura linearizando en dirección 5’ 

con la enzima SacI; sin embargo; la secuencia señal de secreción en ocasiones es una limitante 

cuando la proteína no es plegada correctamente, lo que la hace susceptible a proteasas 

endógenas de la levadura (Porro y col., 2005). Con respecto a la naturaleza de la proteína, se 

optimizaron las secuencias del ectodominio GP5 con el uso de codones para P. pastoris, 

aunque existen factores como el contenido de GC/AT o el grado de toxicidad de la proteína en 

la levadura, la estabilidad que pueda tener el ARNm, así como las modificaciones post-

traduccionales requeridas para GP5 como las N-glicosilaciones (Gillisen G., 2000). No 

obstante, los parámetros en el proceso de inducción están más relacionados con el 

metabolismo del metanol, ya que éste genera subproductos tóxicos para la célula, además de la 

toxicidad intrínseca del metanol per se cuando éste se encuentra a elevadas concentraciones 

(Poutou y col., 2005). Es por ello que se debe precisar la velocidad de crecimiento de la 
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levadura con la adición del metanol, de tal manera que no perjudique la viabilidad celular y 

que asegure la expresión óptima de la proteína. 

 

VII.3.1.2 Expresión de la proteína GP5 modificada de la cepa vacunal. 

 

De manera alternativa a la expresión del ectodominio GP5 modificado, se expresó la 

proteína GP5 de la cepa vacunal ResPRRS_MLV adicionada con una cisteína para 

conjugación química en P. pastoris bajo un promotor constitutivo como es el gliceraldehido-3-

fostato deshidrogenasa (PGAP). Este promotor permitió que se llevara a cabo la expresión sin la 

variable del metanol como fuente de carbono inductora, pudiendo utilizar una fuente de 

carbono común como glucosa. En el apartado VII.2.1.1 se indicó que la transformación de las 

cepas X-33 y SMD1168 sólo se había realizado con el gen control GP5 sin modificación con 

cisteína, para fines de determinar en principio si la levadura fue capaz de expresar la proteína 

GP5 de la cepa vacunal en su forma nativa. 

 

Para ello, se realizó una cinética de expresión utilizando una colonia X-33 y una 

SMD1168H transformada con GP5, así como las mismas cepas sin transformar como 

controles. El crecimiento de las levaduras se monitoreó cada 24h hasta las 96h por densidad 

óptica a 600nm, tal como se muestra en la Figura 23, donde se observó que durante la cinética 

de expresión hubo un crecimiento celular de una OD600≤ 1 a OD600≤ 11 en las primeras 48h a 

72h. La cepa control SMD1168H alcanzó su densidad máxima a las 48h de OD600≤ 11, 

mientras que la cepa X-33 y las transformadas con GP5 alcanzaron su máxima densidad a las 

72h de OD600≤ 10, que disminuyó a las 96h a una OD600≥ 9. 

 

 

Figura 23. Cinética de crecimiento en medio constitutivo. 
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Se determinó directamente la presencia de la proteína madura por Western blot a los 

tiempos de 48, 72 y 96h. En la Fig. 24, se observó que no hubo reconocimiento de la etiqueta 

de histidinas en las proteínas secretadas al medio extracelular o en el lisado celular; como 

control positivo se utilizó la misma versión de la proteína GP5 expresada en E. coli. Este 

resultado demostró que no fue posible expresar la proteína GP5 nativa de la cepa vacunal sin 

modificación bajo un promotor constitutivo en Pichia pastoris. 

 

    

 

Figura 24. Reconocimiento de la proteína madura de GP5 ResPRRS_MLV por Western blot 

en P. pastoris. Para cada una de las muestras se analizaron los tiempos 48, 72 y 96h. A) Análisis de la fracción 

del medio extracelular; B) Análisis del lisado celular. C+: proteína recombinante positiva a His6 tag.MPM: 

Kaleidoscope. 
 

 

Actualmente, sólo se cuenta con un antecedente de expresión en P. pastoris de un 

antígeno del VSRRP. Éste fue reportado por Quian y col., en 2006, al expresar la proteína de 

matriz del VSRRP en la cepa GS115 bajo un sistema inducible (pPICZα A).  De igual manera, 

se dirigió la recombinación homóloga al gen aox1 linearizando en 5’ con la enzima SacI, la 

inducción de la expresión de M se realizó en medio rico a una concentración de 0.5-1% de 

metanol como inductor y se determinó que el tiempo óptimo de expresión fue a las 84h p.i. y 

la proteína secretada al medio extracelular tuvo una concentración de 2mg/ml. Otro sistema 

eucariótico utilizado en la expresión de GP5 fue el reportado por Chia y col. en 2010, donde 

expresaron la proteína GP5 de un aislado viral en Nicotiana tabacum vía agroinfección. En su 

estrategia de expresión, adicionaron una etiqueta de retención en retículo endoplasmático (RE) 

A) B) 
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específico para plantas en la región C-terminal de la proteína, que incrementa el tiempo de 

GP5 en el RE. La proteína GP5 se obtuvo del homogenizado de hojas de tabaco a una 

concentración de 1.2mg/ml de proteína total soluble. 

 

 Una de las ventajas de los sistemas eucarióticos se relaciona con las modificaciones 

post-traduccionales que se realizan a la proteína, en especial las N-glicosilaciones de alta 

manosa en los sitios del ectodominio de la proteína GP5; sin embargo, Ansari y col., en 2006 

indicaron que la presencia de estos azúcares en la proteína GP5 ayudan al VSRRP en la 

evasión del sistema inmune; al igual que Owstrosky y col, en 2002, Ansari y col., en 2006 y 

Mateu y Díaz en 2007 han propuesto que la ausencia de N-glicanos en GP5 expone 

estéricamente al epítope neutralizante y mejora el reconocimiento por linfocitos B. Esto 

respalda el hecho de utilizar sistemas procarióticos que carecen de modificaciones post-

traduccionales para expresar la proteína GP5 del VSRRP. 

 

VII.3.2 Expresión en Escherichia coli de GP5 modificada de la cepa vacunal. 

 

El sistema de expresión pET es uno de los más utilizados para la clonación y expresión 

de proteínas recombinantes en E. coli (Yin y col., 2007). En base a esto y como alternativa al 

sistema de expresión realizado en P. pastoris, se clonó la secuencia GP5 de la cepa vacunal 

ResPRRS_MLV corriente abajo del promotor T7 del vector pET102/D-TOPO (Invitrogen) y 

se transformó la cepa de E. coli BL21(DE3). La expresión de la proteína GP5 de 

ResPRRS_MLV, modificada con una cisteína para conjugación química, se llevó a cabo en 

presencia de Isopropil-β-D tioglactopiranósido (IPTG); este inductor se une a la proteína 

codificada por el gen lacI, liberando al promotor lacUV5 para que se sobre-exprese la ARN 

polimerasa y se transcriban los genes que se encuentren corriente abajo del promotor T7 

(Serrano y Sainz, 2005; Corona y col., 2009). 

 

En primera instancia, se realizó una expresión piloto en una colonia transformada con 

GP5 (sin modificación) de la cepa vacunal y una colonia transformada con el vector 

pET102/D/LacZ como control positivo. La cinética de expresión con IPTG como inductor se 
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realizó cada hora hasta las 6h p.i. a 37°C y se verificó la presencia de la proteína por 

anticuerpos que reconocen la etiqueta de seis histidinas (His6 tag) presente en el extremo 

carboxilo de la proteína madura. En la Fig. 25, se observó en el gel SDS-PAGE al 12% 

mediante tinción Coomasie (Imagen A) el patrón de proteínas del extracto celular de E. coli a 

diferentes tiempos de inducción para ambas proteínas, destacando en la parte superior derecha 

del gel a 133KDa la proteína β-galactosidasa del vector pET102/D/LacZ; la proteína GP5 no 

pudo observarse con claridad a 36KDa; sin embargo, por la técnica de Western blot (Imagen 

B) se pudo reconocer la proteína en todos los tiempos de inducción, así como la β-

galactosidasa. Esto demuestra que las condiciones de inducción permitieron la expresión de la 

proteína GP5 clonada en pET102/D-TOPO en la cepa BL21(DE3). 

 

 

 

 

 

Figura 25. Expresión piloto de la proteína GP5 ResPRRS_MLV en E. coli.  
Se analizaron los tiempos 1, 2, 3 y 6 p.i. A) Análisis de la expresión de GP5 por SDS-PAGE al 12%; B) 

Análisis de la expresión de GP5 por Western blot; MPM: Broad range (SDS-PAGE), Kaleidoscope (Western 

blot). 
 

 

Lo siguiente, dentro de la estrategia de expresión en E. coli, fue determinar el tiempo 

óptimo de expresión de la proteína GP5 de la cepa vacunal modificada con cisteínas en sus 

diferentes versiones. Se realizó una cinética de inducción con tiempos de 0, 1, 2, 3 y 6h para la 

proteína GP5; mientras para GP5 modificada con una cisteína se analizó a 0 y 4h. El patrón de 

proteínas de los extractos celulares se analizó con un gel SDS-PAGE al 12% (Fig. 26, A), sin 

poder determinar claramente la presencia de la proteína, mientras que con la técnica de 

A) B) 
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Western blot (Fig. 26, B) se demostró la expresión hasta las 4h p.i., siendo este tiempo óptimo 

de expresión de GP5. 

 

 

  

Figura 26. Cinética de expresión de la proteína madura de GP5 ResPRRS_MLV por 

Western blot en E. coli. A) Análisis de la expresión de GP5 modificada por SDS-PAGE al 12%; B) 

Análisis de la expresión de GP5 modificada por Western blot; MPM: Broad range (SDS-PAGE), 

Kaleidoscope (Western blot). 

 

VII.3.2.1 Localización celular de la proteína GP5 modificada en E. coli. 

 

En el proceso de expresión de proteínas recombinantes, existen mecanismos que 

determinan la forma de obtener la proteína en E. coli, ya sea en forma soluble o contenida en 

cuerpos de inclusión (Singh y Panda, 2005; Yin y col., 2007). Por ello, se determinó por 

Western blot la localización de la proteína GP5 expresada en presencia de IPTG para cada una 

de las versiones diseñadas. En la Fig. 27, se pudo observar que la proteína expresada es 

obtenida exclusivamente en cuerpos de inclusión; como control positivo, se utilizó la misma 

versión de la proteína GP5 de la expresión piloto en E. coli (Fig. 25). 

 

A) B) 



83 

 

 

Figura 27. Localización celular de la proteína madura de GP5 ResPRRS_MLV por Western 

blot en E. coli. Del lado izquierdo se encuentran las proteínas que corresponden a la fracción soluble del 

extracto celular, mientras que del lado derecho se localizan los cuerpos de inclusión contenidos en la fracción no 

soluble; C+ es una proteína recombinante reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-His6X; MPM: 

Kaleidoscope. 

 

VII.3.2.2 Purificación parcial por cromatografía de afinidad. 

 

El procedimiento a seguir después de determinar la expresión de la proteína en E. coli, 

fue la purificación de la proteína GP5 modificada con cisteínas a través de la afinidad que 

tiene el grupo imidazol de las histidinas del extremo carboxilo de la proteína con la molécula 

de Níquel 2
+
. La técnica de cromatografía de afinidad con una columna de Ni

2+
 HisTrap™ 

High purification permitió purificar la proteína GP5 modificada de manera parcial, con 

perspectivas de ser purificada en su totalidad. En la Fig. 28, se muestran los geles de 

poliacrilamida al 12% con tinción de Coomasie para cada una de las proteínas GP5 expresadas 

en E. coli, donde se observó que en las eluciones 1 (E1) y 2 (E2) es donde se obtuvo mayor 

cantidad de proteína purificada a diferencia de las demás eluciones; esto es consistente en las 

purificaciones de las tres versiones de la proteína GP5 que se generaron. 

 

Existen reportes donde se ha purificado la proteína GP5 a partir de cuerpos de inclusión 

a través de electroelución (Gonin y col., 2009) o purificación directa del gel SDS-PAGE (Ren 

y col., 2009), lo que indica que, aunado a la purificación por cromatografía de afinidad, es 
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necesario realizar purificaciones que permitan obtener un mayor rendimiento de la proteína 

purificada y que mantenga una conformación adecuada para la conjugación química.  

 

 

     

Figura 28. Purificación parcial de la proteína madura de GP5 ResPRRS_MLV por 

cromatografía de afinidad. A) Purificación de la proteína GP5 nativa; B) Purificación de la proteína 

CysGP5; C) Purificación de la proteína GP5Cys. F: filtrado. NU: Fracción no-unida. L: Fracción de lavado. R: 

Fracción de replegamiento. E: Elución. MPM: Broad range (SDS-PAGE).  

 

Escherichia coli ha sido el único modelo de expresión bacteriano en la producción de la 

proteína GP5 nativa o fracciones de ella. Entre los trabajos que ya se encuentran reportados 

para la expresión de GP5 recombinante en E. coli, la cepa más utilizada es BL21 (DE3) bajo 

diferentes promotores; independientemente del sistema utilizado, se ha observado que la 

expresión de GP5 se obtiene en cuerpos de inclusión. Estos agregados se asocian al estrés 

celular que se presenta cuando la bacteria se ve forzada a producir la proteína de interés en 

concentraciones elevadas, lo que conlleva a la acumulación en forma de agregados insolubles 

(Singh y Panda, 2005). Dentro de las formas posibles de prevenir la formación de cuerpos de 

inclusión, se encuentra la expresión de la proteína de interés asociada a una proteína de fusión 

(Carrio y Villaverde, 2002). Sin embargo, en la expresión de GP5 se han encontrado 

A) 

B) C) 
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resultados que difieren del concepto de solubilidad que ofrecen las proteínas de fusión; aun 

así, dicha asociación confiere estabilidad y un aumento en el rendimiento de expresión y 

purificación de GP5. 

 

Pirzadeh y Dea en 1997 lograron expresar en BL21(DE3) la proteína GP5 del VSRRP 

utilizando los sistemas pET21a(+) y pGEX 4T1; a diferencia del vector  pET21a(+), el vector 

pGEX 4T1 contiene el gen para Glutation S-transferasa (GST) como proteína de fusión. En 

ambos sistemas, la proteína GP5 recombinante se acumuló dentro de la célula como cuerpos 

de inclusión, lo que demostró que la presencia de GST no fue determinante en la solubilidad; 

sin embargo, sí lo fue en el rendimiento, ya que se obtuvo una mayor producción de la 

proteína GP5. Estos resultados fueron reproducidos por Gonin y col. en 1999, donde lograron 

expresar las proteínas GP3, GP4, GP5 y M del VSRRP utilizando el vector pGEX 4T1 en 

BL21(DE3), destacando que únicamente la expresión de GP5 recombinante fusionada a GST 

se obtuvo en cuerpos de inclusión. Otro sistema que contiene a GST como proteína de fusión 

son los vectores pGEX-6P-1; este vector fue utilizado por Zhou y col. en 2009 y Chen y col. 

en 2011 para expresar fracciones cortas de la proteína GP5 y la proteína completa, 

respectivamente. En este trabajo, se expresaron péptidos de entre 9 y 17 aminoácidos sin 

péptido señal y no se reportó que los péptidos fueran obtenidos de forma soluble o insoluble; 

por otro lado, el trabajo de Chen y col. reportaron que la expresión de la proteína completa se 

obtuvo en forma de cuerpos de inclusión, con un rendimiento del 30% del contenido total de 

proteína. 

 

Algunos sistemas pET utilizados en la expresión de GP5 en E. coli pueden o no emplear 

modelos de fusión. Foss y col. en 2002 clonaron una secuencia del ORF 5 del VR-2332 (30 a 

200 aminoácidos) en el vector pET24b y expresaron la proteína en BL21(DE3); este sistema 

permitió obtener la proteína GP5 en cuerpos de inclusión aún en ausencia de proteínas de 

fusión, según lo reportado. Los trabajos de Ren y col. en 2009 y Wang y col. en 2011, 

lograron expresar exitosamente proteínas truncadas de GP5 utilizando sistemas pET que 

contienen etiquetas de seis histidinas en N-terminal; además, Wang y col. expresaron la 

proteína truncada de GP5 en E. coli Rosetta-gami™ 2(DE3)  utilizando como vector el pET-
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32a que contiene una etiqueta de tiorredoxina; sin embargo, no se reportaron resultados que 

demuestren la expresión.  

 

Los resultados reportados en la expresión de GP5 del VSRRP han sugerido que se 

obtiene principalmente en cuerpos de inclusión aún fusionada a proteínas que otorgan 

solubilidad en E. coli. La importancia de fusionar una etiqueta que confiera estabilidad a la 

expresión de GP5 se demostró en el trabajo de Lobato en 2011, donde no se logro la expresión 

del ectodominio GP5, así como la proteína completa de la cepa vacunal (ResPRRS_MLV) en 

E. coli BL21 (DE3) y Rosetta-gami™ 2(DE3), utilizando como vector el pET101/D-TOPO; 

dicho vector no contiene una proteína de fusión en N-terminal. Por lo tanto, estos resultados y 

los mencionados anteriormente demuestran la importancia de una chaperona en la expresión 

de la proteína GP5 que incremente la eficiencia en el inicio de la traducción, favorezca un 

mejor plegamiento de la proteína, otorgue protección contra proteasas intracelulares y, en 

algunos casos, confiera solubilidad para evitar la formación de cuerpos de inclusión (LaVallie 

y col., 2003). Tal fue el caso del trabajo de Delgado en 2010, la cual expresó el dominio III de 

la proteína E del virus del dengue (EDIII) tipos 2 y 4 en E. coli BL21(DE3) a través del vector 

pET102/D-TOPO que contiene una etiqueta de tiorredoxina en N-terminal, lo que permitió 

obtener la proteína recombinante en forma soluble y con un plegamiento adecuado. Por el 

contrario, cuando el mismo dominio se expresó sin tiorredoxina se localizó en cuerpos de 

inclusión que, sin embargo, se solubilizaban con bajas concentraciones de guanidina (2M). 

 

Hasta el momento no se tienen reportes de la expresión de GP5 del VSRRP fusionadas a 

la tiorredoxina en E.coli. Los antecedentes de Delgado en 2010 y Lobato en 2011, hacen 

suponer que la presencia de la tiorredoxina fue un proceso clave en la expresión de la proteína 

GP5 de la cepa vacunal (ResPRRS_MLV) bajo el sistema pET102/D-TOPO en E. coli 

BL21(DE3), de tal manera que pudo obtenerse en forma de cuerpos de inclusión, como se ha 

reportado en trabajos con GST, a diferencia de la expresión con el sistema pET101/D-TOPO 

donde la misma secuencia no pudo ser obtenida. Esto sugiere que podría existir una 

dependencia por parte de GP5 a estar fusionada a una proteína para lograr ser expresada, 

debido a su tendencia de formar heterodímeros con la proteína de matriz del VSRRP. 
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VIII. CONCLUSIÓN 

 

Se obtuvieron diseños de plásmidos específicos para clonar dos secuencias del gen gp5 

modificado, con una cisteína adicional para fines de conjugación química, en dos modelos de 

expresión, Escherichia coli y Pichia pastoris. En el caso de P. pastoris, se tiene la región del 

ectodominio de GP5 de un aislado viral mexicano del VSRRP en pPICZα B y la secuencia de 

GP5 de la cepa vacunal (ResPRRS_MLV) sin péptido señal en pPICZα B y pGAPZα B. En E. 

coli se clonó la secuencia de GP5 de la cepa vacunal sin péptido señal en el vector pET102/D-

TOPO. 

 

Fue posible obtener líneas transformantes con el gen gp5 del VSRRP modificado con 

una cisteína en ambos modelos. En P. pastoris, se tuvieron líneas transformantes de X-33 en el 

PAXO1 con el ectodominio de GP5 en sus cuatro versiones, todas de fenotipo Mut
+
; también se 

generaron líneas transformadas en el PGAP con GP5 de la cepa vacunal en X-33 y SMD1168H. 

En E. coli se tienen líneas transformadas de BL21 (DE3) con GP5 de la cepa vacunal. 

 

En P. pastoris  no se obtuvieron niveles de expresión detectables del ectodominio GP5 

modificado de manera inducible en presencia de metanol (bajo el control del PAXO1) y la 

expresión constitutiva de GP5 de la cepa vacunal (bajo el control del PGAP) fue nula. 

 

Por el contrario, se expresó la proteína GP5 de la cepa vacunal (ResPRRS_MLV) 

modificada con cisteínas para conjugación química en E. coli BL21(DE3) bajo el sistema 

pET102/D-TOPO en presencia de IPTG a las 4h posterior a la inducción. La proteína se 

obtuvo en cuerpos de inclusión debido a la fusión con la tiorredoxina en el N-terminal de la 

proteína. 

 

Se purificaron de manera parcial las tres versiones proteícas de GP5 expresadas en E. 

coli por cromatografía de afinidad a través de la etiqueta de histidinas presente en el C-

terminal de la proteína.  
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Como perspectiva, se tiene que evaluar la disponibilidad de las cisteínas reactivas 

adicionadas a la proteína GP5 de la cepa vacunal mediante la unión covalente del grupo tiol de 

las cisteínas al reactivo Maleimida-PEG-biotina, con el fin de analizar si existen diferencias 

entre la posición de la cisteína adicionada en uno u otro extremo de la proteína de GP5. 

 

Finalmente, se tiene que evaluar, en primera instancia, la inmunogenicidad de la proteína 

GP5 con suero de ratones inmunizados con la vacuna comercial Ingelvac® PRRS MLV para 

poder realizar posteriormente los ensayos de conjugación química a una partícula viral como 

adyuvante. 
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ANEXO 1 

 

 

Análisis del marco del lectura abierta de la glicoproteína GP5 del Virus del Síndrome 

Respiratorio y Reproductivo Porcino (Han y col., 2006) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 2 

 

 

Alineación de las secuencias de GP5 del VSRRP (CLC sequence). 
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