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Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDv)

(Lanyon et al., 2014; Peterhans et al., 2003)

INTRODUCCIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Infecciones transitorias o persistentes

Biotipos no citopático (ncp) y citopático (cp)

Animales persistentemente infectados (PI)

Principal fuente de contagio

Pérdidas económicas entre $10 y $40 

millones de USD por rebaño

Industria ganadera, láctea y cárnica



Control y medidas de prevención 

Vacunación Erradicación ganado PI

Virus muerto

(Lindberg & Houe, 2005; Moennig & Becher, 2018)

INTRODUCCIÓN

Virus vivo 

modificado

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



INTRODUCCIÓN

(Al-Kubati et al., 2021; Radtke & Tews, 2017; Yeşilbağ et al., 2017; Tautz et al., 2015)

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDv)
Virus envuelto

ARN monocatenario

Único marco de lectura abierto  (ORF)

Proteínas estructurales y no estructurales

Erns , E1 y E2 son inmunogénicas

Clasificación genética

BVDv-1 → 21 subgenotipos

BVDv-2 → 4 subgenotipos 

BVDv 3 → nueva



Proteína E2

INTRODUCCIÓN

(Al-Kubati et al., 2021; Koethe et al., 2020; Radtke & Tews, 2017)

Peso de 55 kDa

3 dominios y 5 epítopos

Entrada del virus a la células huésped

Fusión de membranas

Forma homodímeros E2-E2 

y heterodímeros con E1

Alta capacidad de inducir anticuerpos 

neutralizantes

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



Sistemas de expresión para la producción de proteínas recombinantes
INTRODUCCIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Khan et al., 2017; Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019)



Vacunas de subunidades de antígenos recombinantes
INTRODUCCIÓN

(Montesino et al., 2019; Ugochukwu et al., 2020; Wang et al., 2016)

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Sistemas heterólogos 

Al menos 1 antígeno viral

Mayor seguridad

Amplia protección vacunal

Identificación del gen, clonaje y expresión 



Cultivo de células de ovario de hámster chino (CHO)

INTRODUCCIÓN

Adherencia Suspensión

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Bandaranayake & Almo, 2014; Rodrigues et al., 2013; Tihanyi & Nyitray, 2020)



Construcción del vector plasmídico que expresa proteína E2

INTRODUCCIÓN

Promotor de 

citomegalovirus

Secuencias 

codificantes para 

proteína E2

Cola de histidina
Marcador de 

selección

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Montesino et al., 2022)

Antibiótico 

Geneticina G418
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Establecer las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del

subgenotipo 1b del BVDv en células CHO.

OBJETIVOS

Objetivo General

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



Objetivos Específicos

OBJETIVOS

• Obtener la proteína E2 de células CHO en condiciones de cultivo adherente a

partir del clon productor previamente seleccionado

• Adaptar las células CHO del clon productor de proteína E2, del subgenotipo 1b a

condiciones de cultivo en suspensión

• Determinar la productividad de expresión de proteína E2 en cada sistema de

cultivo de células CHO: adherente vs suspensión

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



El rendimiento de producción de la proteína E2 obtenida de células CHO en condiciones de

cultivo en suspensión es mayor en relación a la obtenida en condiciones adherentes.

Hipótesis

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



1. Introducción

2. Objetivos

3. Metodología

4. Resultados y Discusión

5. Conclusiones y Recomendaciones

CONTENIDO



Flujo de trabajo
METODOLOGÍA

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



Cultivo en Adherencia de células CHO 1b

METODOLOGÍA

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Densidad celular inicial: 6x104 células/mL

Antibiótico penicilina/estreptomicina: 100 U/mL

Antibiótico Geneticina G418: 1200 μg/mL 

L-glutamina: 2 mM

(Rodrigues et al., 2013)

Medio Completo: 

RPMI + 10% SFB



Diseño de tratamientos de adaptación de células CHO 1b a suspensión

METODOLOGÍA

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Adaptación con reducción del 10% de medio completo

Adaptación con reducción del 20% de medio completo

(Wu et al., 2021)

Tratamiento lento

Tratamiento rápido



Condiciones de adaptación de células CHO 1b a suspensión

METODOLOGÍA

Densidad celular inicial: 6x104 células/mL

Antibiótico penicilina/estreptomicina: 100 U/mL

Antibiótico Geneticina G418: 1200 μg/mL

L-glutamina: 4 mM

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Wu et al., 2021)

Parámetros de adaptación celular



Purificación de la proteína

METODOLOGÍA

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Montesino et al., 2019)

Buffer de Unión: Tris HCl 500 mM, NaCl 300 mM y 5mM Imidazol

Buffer de lavado: Buffer de unión + 40 mM Imidazol

Buffer de elución : Buffer de unión + 400 mM Imidazol
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Células CHO productoras de proteína E21b en condiciones adherentes 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Aumento 100X. a) Células CHO observadas en campo claro b) Células CHO fluorescentes excitadas a 550 nm

(Montesino et al., 2019)



Análisis de E21b producida en condiciones adherentes
RESULTADOS Y DISCUSIÓN

a) SDS-PAGE 12,5% y 1,5 mm. b) Western blot, Ac. Primario: Ac. monoclonal anti-histidina de ratón; Ac. Secundario: Ac. anti-

ratón de cabra conjugado a Alexa Fluor® 790. Carriles: PM; Marcador de peso molecular; 1, muestra inicial; 2, muestra no

retenida; 3, muestra de lavado (25 mM imidazol); 4, muestra de lavado (40 mM imidazol); 5, muestra de elución (400 Mm

imidazol); 6, muestra pass; 7, concentrado de la proteína (3 µg); 8, Control negativo; 9; Control positivo.

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Al-Kubati et al., 2021)



Adaptación de células CHO 1b a suspensión

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Wu et al., 2021; Walther et al., 2016)

Análisis de densidad celular, tratamiento lento Análisis de densidad celular, tratamiento rápido

p<0,004

p<0,0006



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Análisis de viabilidad, tratamiento lento Análisis de viabilidad, tratamiento rápido

Adaptación de células CHO 1b a suspensión



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Adaptación de células CHO 1b a suspensión

Análisis de tiempo de duplicación, tratamiento lento Análisis de tiempo de duplicación, tratamiento rápido

p<0,0006

p<0,007

p<0,0001

p<0,006

(Wu et al., 2021; Walther et al., 2016)



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Células CHO 1b adaptadas a suspensión

Reducción del 10% de 

medio completo

Reducción del 20% de 

medio completo

(Norrman et al., 2010; Damdindorj et al., 2014)

a y c) Células CHO en suspensión observadas en campo claro. b y d) Células CHO en suspensión, fluorescentes excitadas a 550 nm



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Análisis de E21b producida en suspensión 

a) SDS-PAGE, 12,5% y 1,5 mm. b) Western blot, Ac. Primario: Ac. monoclonal anti-histidina de ratón; Ac. Secundario: Ac. anti-ratón de

cabra conjugado a Alexa Fluor® 790. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control negativo; 2 Control positivo; 3, tratamiento

lento no suplementado; 4, tratamiento lento suplementado; 5, tratamiento rápido no suplementado; 6, tratamiento rápido suplementado.

(Damdindorj et al., 2014; Norrman et al., 2010)

Tto. lento Tto. rápido Tto. lento Tto. rápido



Expresión de E21b en el cultivo en suspensión

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

(Cavallaro et al., 2011; Lee et al., 2012; Nelson et al., 2012; Pande et al., 2005)

Análisis de pureza y expresión de proteína E21b en el cultivo

Suspensión < Pureza < Adherencia Tto. lento < E21b en cultivo < Tto. rápido



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Análisis de E21b concentrada, producida en suspensión

a) SDS-PAGE. b) Western Blot. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control negativo; 2 Control positivo; 3, tratamiento lento

no suplementado; 4, tratamiento lento suplementado; 5, tratamiento rápido no suplementado; 6, tratamiento rápido suplementado

Tto. lento Tto. rápido Tto. lento Tto. rápido

(Cavallaro et al., 2011; Lee et al., 2012; Nelson et al., 2012; Pande et al., 2005)



Productividad específica de E21b en suspensión

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

T. lento < Adherencia < T. rápido 
Adh: Cultivo en adherencia; NS: Condición No Suplementada;

S: Condición Suplementada

(Cavallaro et al., 2011; Lee et al., 2012; Nelson et al., 2012; Pande et al., 2005)
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• El suplemento de iones Ca+2 y Mg+2 aumenta parcialmente la densidad celular y disminuye el

tiempo de duplicación durante la adaptación del cultivo a suspensión únicamente en el

tratamiento lento.

• El uso de suplemento en el medio de cultivo libre de suero no repercute significativamente en

la expresión de la proteína E21b producida en células CHO adaptadas a condiciones en

suspensión.

CONCLUSIONES

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



• La productividad específica de expresión de proteína E21b es mayor en células adaptadas a

suspensión con un tratamiento rápido en relación al cultivo en adherencia y al tratamiento de

adaptación lento.

CONCLUSIONES

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO



• Evaluar concentraciones de CO2 superiores a 5% por la influencia directa en la expresión de proteínas

recombinantes producidas por células CHO cultivadas en condiciones en suspensión.

• El esquema de purificación por cromatografía de afinidad a iones metálicos (IMAC) puede ser optimizado

utilizando mayores concentraciones de imidazol en el buffer de unión y en la muestra, en conjunto

con más pasos de elución que permitan eliminar la mayor cantidad de contaminantes.

• A partir de las células adaptadas a suspensión se recomienda aumentar el volumen de cultivo para

corroborar la productividad específica de la proteína E21b.

RECOMENDACIONES

Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensión para la expresión de la proteína E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO
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