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Introduccion

Distribucion del Hantavirus

Fiebre hemorrdgica con sindrome renal

Tula virus
Puumala virus  Kurkino virus Adler virus
=,

Sochi virus

Amur virus

Sin Nombre virus

New York virus Hantaan virus

Seoul virus

Bayou virus

El Moro Canyon virus Soochong virus

Muju virus

Y Black Creek Canel virus

. Gou virus
Catacamas virus _—
Lux1 virus

]
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Choclo virus

Thailand virus \

Rio Mamoré virus

Maripa virus

Oréan virus
Laguna Negra virus

Lechiguanas virus o /

Andes virus

Sindrome cardipulmonar por Hantavirus
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Introduccion

Caracteristicas moleculares

& Trimeric N protein * ARN tripartido, de sentido negativo
* Segmento S (proteina N)
Spike complex *  Segmento M (GPC)
(Gn and Gc) * Segmento L (ARN polimerasa
© RdRp dependiente deARN

Virus Andes

*  Principal causante del SCPH

«  Unico del que se tiene evidencia transmision
persona a persona

* Modelo animal: hdmster sirio

Oligoryzomys longicaudatus

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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(D’Souza & Patel, 2020)  (R. L. Brocato & Hooper, 2019)  (Torres-Pérez et al., 2010)




Introduccion

Sindrome cardiopulmonar por Hantavirus

Tasa de mortalidad: 30 — 50 %

Fase Prodromica Fase cardiopulmonar
Hasta 45 dias * Fuga en los capilares
 Edema

% NORMAL
> EEMAPULMONAR A/

Fase de convalecencia

*  Shock cardiogénico

*  Depresion del miocardio I <> l

:i I
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Introduccion

Sindrome cardiopulmonar por Hantavirus Anticuerpos como tratamiento terapéutico

No existe tratamiento
Avian lgY Mammalian IgG

Gallinas ponedoras como fuentes de obtencion de anticuerpos

Alternativas e ¥ n‘ ': 14

o

Anticuerpos neutralizantes

* Costoso \(
» Largo periodo de produccion

* Invasivo
* Riesgo de reactivdad

o
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(Aston et al., 2022) (Karachaliou et al., 2021) (Miiller et al., 2015)



Introduccion

Aplicaciones de las inmunoglobulinas Y
Antiifeccioso

Antiviral

\”“p‘” asitario # # Antibacteriano
Agente . Antitoxinas
antibioterrorista Antifiingico Q h

@ X ¥

\
4 / l\\ ~
Nutricional V- \ e lie®
Suplemento .. +* Antitumoral
Cosmétic 18®
osmético () \ l! .
\ |
Farmacetico T /
— '\ /r'
\ /
IgY /. &
NS 7

@g‘ S Antiobesidad

X " a
S g ._ﬁm
’ Seguridad alimentaria

Antialergénico o
@ k' [oM

Calidad ambiental Deteccion de

substancias Reactivo
Biomarcador Inmunodiagnostico
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Introduccion

Obtencion de IgY

* 100 mg IgY totales/huevo
* 5—15 % especifico

Antigeno

L

—> 0 : L —
Plasmido Antigeno (I}e%olecmon "
recombinante Inmunizacion € NUEVOS Extraccion

de IgY
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(Abbas et al., 2019) (Chen et al., 2022)
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto inmunitario en aves con proteinas recombinantes derivadas del

Hantavirus.
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Objetivos

Objetivos especificos

« Expresar y aislar proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del Clon
11 G1+G2 previamente desarrollado.

* Inmunizar a Gallus gallus domesticus con las proteinas antigénicas
purificadas para la posterior recoleccion de sangre y huevos.

 Determinar la antigenicidad de las proteinas aisladas mediante

ensayos de inmunizacion en gallinas ponedoras.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Hipotesis

Las proteinas recombinantes derivadas del Hantavirus tienen efecto inmunologico

cn aves.
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Metodologia

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

» Fermentacion de Pichia pastoris transformada

150 rpm 150 rpm
150 rpm o
&300 Xzah &30"0 E‘Bh gsoc th
\/ — 7‘ — — Wiy — — Lf —n-
o : 'bi“"“}; ———  E—
P, pastoris 10 mL medio YP — 150 mL medio YP 350 mL medio YP
f o %
Clon 11 G1+G2 y glicerol 2 % y glicerol 2 % y glicerol 2
=
10000pm X 10min °
<4s>- o ﬁ TR
> z 72h
g 30°C
BT
X sah 500 rpm
pH 522
350 mL medio YP - Resuspendio el S00rpm :
y glicerol 2 % precipitado en 350 mL pH522 metanol 0.3 % \',/r
medio YPy glicerol 2 %

Medio YP: 10 g/L de extracto de levadura y 20 g/L de peptona
Medio del fermentador: extracto de levadura, biotina, vitaminas, sales y glicerol

@ESPE
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(Tolner et al., 2006)




Metodologia

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

10000 rpm
o
X 15 min

* Ruptura de P. pastoris en molino de bolas y solubilizacion de los antigenos Gn y Gc

Tampén de
ruptura

s—4-

i S Fraccién
?SS”ﬁ%%“S'E" de 10 ciclos de insoluble de
9/100m ruptura ruptura
— > 150 rpm
& 45°C X 1h Cagu D | 10000mm
25 o] —_— > — = 4'c —
4 ] Ll:ﬁid e E 15 min
)

Resuspensién i Fraccion
tampén de soluble

solubilizacién

Tampon de ruptura: PBS 1X, PMSF 0,1 mM, pH 7,4
Tampon de solubilizacién: Urea 8M, [-Mercaptoetanol 10mM, PMSF 0,1 mM, NaOH 20 mM, pH 12

@ESPE
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Metodologia

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

* Purificacion de los antigenos recombinantes Gn y Gc

mediante cromatografia de afinidad a iones metdlicos
inmovilizados (IMAC)

[ﬁ I

NN\ \T‘i

Flujo: 1 mL/min

Tampoén de equilibrio: Urea 8M, f-Mercaptoetanol 10 mM,

Imidazol 5 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8

Tampon de lavado: Urea 8 M, f-Mercaptoetanol 10 mM,
Imidazol 100 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8

Tampon de eluido: Urea 8 M, f-Mercaptoetanol 10 mM,
Imidazol 200 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8

(Bornhorst & Falke, 2000)  (Ferré et al., 2005)

* Replegamiento y concentracion de las proteinas
recombinantes Gn y Gc

i
| | >
0,3 mL/min & v)\: \

/
y

100 mL tampén de
replegamiento e inmunizacién

Tampon de replegamiento: L-Arginina 0,8 M, NaCl 150
mM, EDTA 1 mM, Glutatiéon Oxidado 750 uM, Tris 100 mM,
PMSF 0,1 mM, pH 8,3

Tampon de inmunizacion: Sacarosa 100 mg/mL, PMSF 0,1
mM, pH 7,4

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Metodologia

Inmunizacion de gallinas ponedoras con los antigenos recombinantes purificados para recoleccion de sangre y
huevos

100 ug de antigeno

o~ X 7~
6 © 7 \ < \\
\ / / [ \\ \

\/ vV \7

Gallus ga//us domesticus, raza Leghorn Brown

1 afho
1,8 kg
100 ug de antigeno + ACF 50 ug de antigeno + AIF 50 ug de antigeno + AIF

Dia Dia Dia Dia

ACF: Adyuvante completo de Freund

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
(Brocato et al., 2012) edianon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

AIF: Adyuvante incompleto de Freund i‘ ) E S p E



Metodologia

Determinacion de la antigenicidad de las proteinas aisladas mediante ensayos de inmunizacion en gallinas

ponedoras

» Extraccion de IgY por precipitacion con polietilenglicol 6000

PBS + PEG
6000 3,5 %

 ELISA

Antigen

A

Unlabeled
primary

tibod,
antibody \

(Polson et al., 1980)  (Alhajj, 2023)

HRP-] labelesl\é
secondary \‘
antibody |

\}

PBS + PEG
6000 8,5 %y
12 %

TMB

~substrate o -

*\g

\

Pl
Ky

Colored
product
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Resultados y Discusion

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

» Fermentacion de Pichia pastoris transformada

Densidad celular de 150 g/L hasta 211 g/L

a) b)

(3]

kDa PM C+ 1 3 4 5 6 7 8 9 10
kDaPM C+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

135
" 110k L
T- -3 8

- .
63 b'uu.n- s

48

35

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras teniido con azul de Coomassie. b) Western Blot con el anticuerpo monoclonal

anti-Histidina de raton y con el anticuerpo secundario anti-raton AlexaFluor 680 de cabra. Carril PM: marcador de peso molecular

RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa, carril C+: control positivo, carril 1: vacio, carril 2: 0 horas, carril 3: 8 horas
después de la induccion, carril 4: 16 horas después de la induccion, carril 5: 24 horas después de la induccion, carril 6: 36 horas

después de la induccion, carril 7: 40 horas después de la induccion, carril 8: 48 horas después de la induccion, carril 9: 64 horas

& ESPE

después de la induccion, carril 10: 72 horas después de la induccion.
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Resultados y Discusion

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

* Ruptura de P. pastoris en molino de bolas y solubilizacion de los antigenos Gn y Gc

P. pastoris forma cuerpos de inclusion

Rendimiento de 2 g de antigeno por L de fermentacion

Muestra de la ruptura celular
Factor de dilucion 2

a)
kDa PM ]
135 N

o

2

ESS

B
N
~
o0

25 : ' -

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras teniido con azul de Coomassie. b) Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-
Histidina de raton y con el anticuerpo secundario anti-raton AlexaFluor 680 de cabra. Carril PM: marcador de peso molecular RGB Plus
Prestained Protein Ladder 10-245 kDa, carril 1: muestra de la ruptura celular, carril 2: dilucion 1:2 de la muestra de la ruptura celular,
carril 3: dilucion 1:4 de la muestra de la ruptura celular, carril 4: dilucion 1:8 de la muestra de la ruptura celular, carril 5: dilucion 1:16 de

la muestra de la ruptura celular, carril 6: dilucion 1:32 de la muestra de la ruptura celular, carril 7: dilucion 1:64 de la muestra de la

ruptura celular, carril 8 dilucion 1:128 de la muestra de la ruptura celular.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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(Oberg et al., 2011)



Resultados y Discusion

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

* Ruptura de P. pastoris en molino de bolas y solubilizacion de los antigenos Gn y Gc

a) b)
kDa PM 1 2 3 kDa PM 1 2 3
180 135
135 100
100 75
75 -
2 63 El 70 % de las proteinas recombinantes
63— se expresan como cuerpos de inclusion.
48
48 Www
35
35—

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras teniido con azul de Coomassie. b) Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-
Histidina de raton y con el anticuerpo secundario anti-raton AlexaFluor 680 de cabra. Carril PM: marcador de peso molecular RGB

Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa, carril 1: muestra insoluble, carril 2: muestra solubilizada con 8M de urea, carril 3: muestra

de la ruptura sin solubilizar.
(\) ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Resultados y Discusion

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

* Purificacion de los antigenos recombinantes Gn y Gc mediante cromatografia de afinidad a iones metdlicos inmovilizados (IMAC)

La muestra contiene gran cantidad de
impurezas.

Pureza 40 al 90 %.

mAu w
500 .
] FNU
450

e T aa T T T T ARRRRRRAaSEEsanss; T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Nota. FNU: fraccion de proteinas no unidas a la matriz, L:

lavado con 100 mM de imidazol y E: elucion con 200 mM de

imidazol.

(Garcia-Fruit6s, 2010) (Alsaadi et al., 2023; Carratald et al., 2023; Haridhasapavalan et al., 2022 )

a)
kDa PM

b)

kDa
135
100

PM MS

FNU L E

63

48

35

25

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras tenido con azul de
Coomassie. b) Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina
de raton y con el anticuerpo secundario anti-raton AlexaFluor 680 de
cabra. Carril PM: marcador de peso molecular RGB Plus Prestained
Protein Ladder 10-245 kDa, carril 1: muestra soluble, carril 2: fraccion

no unida, carril 3: lavado, carril 4: eluido.
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Resultados y Discusion

Expresion y aislamiento de las proteinas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2

* Replegamiento y concentracion de las proteinas recombinantes Gn y Gc

Moléculas bioldégicamente activas

a)

kDa PM 1 2 3 4 5 6 7

245 -

180 sewim

135 St N

TH i

43| -

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras teniido con azul de Coomassie. b) Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-
Histidina de raton y con el anticuerpo secundario anti-raton AlexaFluor 680 de cabra. Carril PM: marcador de peso molecular RGB Plus

Prestained Protein Ladder 10-245 kDa, carril 1: muestra soluble, carril 2: fraccion no unida, carril 3: lavado, carril 4: eluido.

Replegamiento Volumen (mL) Concentracion (mg/mlL) Volumen (mL)
1 13 1,50 2
2 13 1,80 2
3 13 1,30 2

Nota. Volumen y concentracion de los antigenos recombinantes Gn y Gc para cada replegamiento realizado
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Resultados y Discusion

Inmunizacion de gallinas ponedoras con los antigenos recombinantes purificados para recoleccion de sangre y
huevos

Nota. a) Formulacion en proporcion 50:50 fase acuosa/fase oleosa. b) Emulsion homogenizada. c¢) Criterio de

evaluacion de la conformacion de la emulsion en el tiempo.

ek
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Resultados y Discusion

Inmunizacion de gallinas ponedoras con los antigenos recombinantes purificados para recoleccion de sangre y
huevos

Via intramuscular, musculo
pectoral

(Schade et al., 2005)

Gallus gallus domesticus, raza Leghorn Brown

Alta produccion 20 semanas

Muestras de huevos
y suero recolectados

®ESPE
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Ciclo de puesta factores:
* Genéticos

* Ambientales

* Endocrinos

(S. Wang et al., 2019) (Duetal., 2020)



Resultados y Discusion

Determinacion de la antigenicidad de las proteinas aisladas mediante ensayos de inmunizacion en gallinas
ponedoras

» Extraccion, concentracion y cuantificacion de IgY obtenidas a partir de yema de huevo de gallinas inmunizadas

Gallina 1 Gallina 2 Gallina 3
kDa PM 1 2 3 4 5 6 7 kDa PM : 2 3 4 5 6
245 - : ot 7 245 o oy — ©)
180w i{i(} kDa PM 1 2 3 4 5 6 7 8
135 - . 35 .- 245 .
. — . - - - o 180 N
100 s ' 100 fsss 135
Mk . o=
—'75 75— 100

63—

43—

75 -
i --’ -—
-
- ot

48

Y - . . 2 b
W | [ w—

35 -

= 154

TEI . Il Gallina 1

g ] [ Gallina2

% 107 = Gallina 3

= ]

0

o -

S 5.

g Concentracion de IgY: 3 a 25
5 mg/mL
O 0- I
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Resultados y Discusion

Determinacion de la antigenicidad de las proteinas aisladas mediante ensayos de inmunizacion en gallinas
ponedoras

3] 1.0
e e 0.8
c c
o 2 o 1
0
< < 06-
S ©
e c
8 8 0.4
s 17 o
@ @
Q Qo
< < 0.2
e T N B B E— 0.0 T T T T
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
Nota. Titulos de inmunoglobulinas Y obtenidos a partir del suero Nota. Titulos de inmunoglobulinas Y obtenidos a partir de los
de cuatro gallinas inmunizadas con el antigeno recombinante huevos de tres gallinas inmunizadas con el antigeno recombinante
Gn/Ge. Test de Tukey p<0,005. Gn/Ge. Test de Tukey p<0,005.
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Conclusiones

e La levadura metilotréfica Pichia pastoris presenta alto rendimiento (2 g/L ) en la expresion de una proteina
recombinante basada en las glicoproteinas de superficie Gn y Gc del virus Andes causante del SCPH.

e El uso de la proteina recombinante Gn y Gc como agente terapéutico requiere de procesos de solubilizacion,
purificacion, replegamiento y concentracion de tal modo que la molécula que ingrese al animal se encuentre
bioldgicamente activa y pueda cumplir su funcion.

e El uso de adyuvantes en las formulaciones antigénicas, como el adyuvante de Freund en sus formas completa e
incompleta, estimula y potencia el efecto inmunitario del antigeno aumentando la produccion de
inmunoglobulinas Y.

e La inmunizacion de gallinas ponedoras con los antigenos recombinantes Gn y Gc presenta altos titulos de
anticuerpos después de 42 dias de inmunizacion por lo que se evidencia la capacidad del antigeno para generar

una respuesta inmune.
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Recomendaciones

e Realizar un segundo paso de purificacion de los antigenos recombinantes Gn y
Gc para reducir la presencia de otras moléculas contaminantes.

e Verificar la actividad bioldgica de los antigenos proteicos antes de realizar las
formulaciones para aplicar a las gallinas ponedoras.

e Purificar y concentrar las inmunoglobulinas Y obtenidas para eliminar

moléculas contaminantes antes de aplicarlas en tratamientos.
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