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Resumen. Los cerdos dentro de producciones tecnificadas hacen frente a condiciones que pueden ge-
nerar estrés, relacionado con la disminución de bienestar animal. El uso de biomarcadores; moléculas 
que sintetizan y liberan los animales en condiciones específicas, nos pueden ayudar en la medición 
de parámetros para la evaluación del bienestar animal. Las proteínas de fase aguda son proteínas 
plasmáticas secretadas en el hígado como respuesta de fase aguda, debido a infecciones, inflamación, 
daño tisular o estrés. PigMAP es una glicoproteína de fase aguda, secretada por los cerdos. Por ello se 
seleccionó y clonó la porción N-terminal correspondiente a esta proteína en el vector pJET1.2/blunt 
y se usó para amplificar y subclonar al vector de expresión pETSUMO (pETSUMO-Nterminal), 
finalmente, el plásmido recombinante se corroboró mediante PCR y prueba de secuenciación. Por lo 
tanto, se obtuvo por primera vez un sistema de expresión para la proteína recombinante PigMAP con 
potencial para desarrollar un sistema de evaluación del bienestar animal en cerdos.
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Abstract. Pigs in technical productions face conditions that can generate stress, which is related 
to a decrease in animal welfare. The use of biomarkers, molecules that are synthesized and released 
by animals under specific conditions, can help in the measurement of parameters for the evaluation 
of animal welfare. Acute phase proteins are plasma proteins secreted in the liver as an acute phase 
response to infections, inflammation, tissue damage, or stress. PigMAP is an acute-phase glycopro-
tein that is secreted by pigs. Therefore, the N-terminal portion corresponding to this protein was 
selected and cloned into the pJET1.2/blunt vector and used to amplify and subclone the pETSUMO 
expression vector (pETSUMO-N-terminal). The recombinant plasmid was confirmed by PCR. and 
sequencing tests. Therefore, an expression system for the PigMAP recombinant protein was obtai-
ned for the first time, with the potential to develop an animal welfare assessment system for pigs.

Key words: Biomarkers; Stress; Animal Welfare; PigMAP; Swine Production.

ntroducción 

A nivel mundial se ha generado una gran cantidad de información y metodologías dife-
rentes para cuantificar y evaluar el bienestar de los animales, siguiendo métodos de ob-
servación directa para evaluar el comportamiento, utilizando sistemas o protocolos de 
calificación como herramientas de evaluación, sin embargo, estos indicadores (Cuadro 
1) sólo permiten evaluar las condiciones de bienestar animal de forma indirecta durante 
los procesos de producción (Damian y Ungerfeld, 2012; Muñoz, 2014).

Aunado a ello, existe la posibilidad de realizar evaluaciones de indicadores sanguí-
neos (Cuadro 1), los cuales se sabe que están relacionados con la presencia de estrés y, 
por lo tanto, reflejan una alteración en el bienestar animal, sin embargo, se consideran 
invasivos para el animal al momento de tomar la muestra (Muñoz, 2014; Giergel et al., 
2021).
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Cuadro 1. Indicadores comunes de evaluación del bienestar animal para determinar el desempeño  
del sistema de producción 

Indicador de comportamiento Indicadores sanguíneos

1 Condición corporal

Hormonas:
	Adrenocorticotropa (ACTH)- Concentración 

de cortisol
	Catecolaminas
	Prolactina

2 Estado de salud
Bioquímica:

	Glucosa – incremento de la glicemia
	Lactato

3 Presentación de lesiones

Hematológicas:
	Leucocitos
	Eritrocitos
	Monocitos
	Linfocitos
	Neutrófilos 

Proteínas de fase aguda: 
	Haptoglobina
	Proteína C-Reactiva
	Proteína amiloide A sérica 
	Pig-MAP (ITIH4 pig)

4 Diámetro de la zona de fuga
Proteínas de fase aguda:

	Haptoglobina
	Proteína C-Reactiva
	Pig-MAP (ITIH4 pig)

5 Tendencia agresiva, estereotipias 	Catecolaminas

6 Comportamiento social

Hormonas:
	Catecolaminas
	Adrenocorticotropa (ACTH)- 

Concentración de cortisol
	Cromogranina A

Chen et al., 2003; Tadich et al., 2003; Piñeiro et al., 2009; Tadich et al., 2009; Muñoz, 2014; Hernández, 2016; 
Martínez-Miró et al., 2016; Heegaard et al., 2011; Hennig-Pauka et al., 2019.
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Sin embargo, la creación de herramientas de diagnóstico que permitan cuantificar el 
efecto fisiopatológico generado como respuesta a un estímulo ambiental sobre el indivi-
duo, y que sobrepasa su sistema homeostático y con ello, disminuye su eficacia biológica, 
es fundamental. Estos elementos permitirían de manera predictiva y diagnóstica valorar 
una alteración mediante la expresión y cuantificación de algunos elementos conocidos 
también como biomarcadores, definiendo como marcador biológico o biomarcador a una 
molécula biológica, que se encuentra en la sangre, incluidos otros fluidos o tejidos, que 
se expresa como un signo de un proceso normal o anormal, o de una condición o enfer-
medad; de los cuales su presencia está considerada como una respuesta a intervencio-
nes terapéuticas, toxicológicos, de susceptibilidad o riesgo, diagnóstico y/o pronóstico de 
una enfermedad o condición que puede representar una valoración negativa del bienes-
tar  (Muñoz, 2014; Martínez-Miro et al., 2016; Myers et al., 2017; O´Reilly et al., 2018).

Partiendo de ello, una oportunidad práctica y con buenos resultados es la utiliza-
ción de biomarcadores que permiten identificar aquellos metabolitos que se liberan en 
el organismo y que repercutirán en la salud, y por ende en la alteración del bienestar ani-
mal. Algunos son las llamadas Proteínas de Fase Aguda (PFA), que corresponden a un 
grupo de proteínas plasmáticas que modifican su concentración en respuesta a procesos 
de inflamación causados por lesiones tisulares, infecciones, trastornos inmunológicos o 
estrés. Por lo que, pueden tener una función importante, no solo en el área clínica, sino 
también en la evaluación de las buenas prácticas de producción animal (Tóthová et al., 
2019; Gulhar et al., 2021). La utilización de PFA para la evaluación del bienestar animal 
durante diferentes eventos dentro del ciclo de vida de la producción porcina puede dar 
información puntual de los momentos específicos en que estas son producidas y con ello, 
buscar la mejora en aquellos manejos que están generando su presentación (Martínez-
Miró et al., 2016; Gulhar et al., 2021). Las principales PFA positivas reportadas en cerdos 
son la Haptoglobina, Amiloide A sérico, proteína C reactiva y la Pig Major Phase Protein 
(Pig-MAP), proteínas que han mostrado su incremento en modelos experimentales re-
lacionados con estrés físico o psicológico, trauma quirúrgico o infecciones bacterianas o 
virales (Piñeiro et al., 2009; Heegaard et al., 2011; Cray, 2012; Hennig-Pauka et al., 2019).

A lo largo de décadas de investigación sobre las técnicas de recombinación gené-
tica se han logrado una serie de avances muy relevantes que en la mayoría de los casos 
resuelven problemas muy específicos. Por lo que, la generación de herramientas para 
realizar diagnósticos a nivel molecular, y detectar la presencia de biomarcadores, los 
cuales identifican la vulnerabilidad a ciertas enfermedades o problemas, es de gran va-
lor dependiendo de las necesidades del mercado o los productores, abarcando distintas 
especies como porcinos, ovinos, bovinos, abejas, peces, pollos, entre otros. Actualmente 



SOCIEDADES RURALES, PRODUCCIÓN Y MEDIO AMBIENTE AÑO 2023 VOL.23 NÚM 45

sIstemA de expresIÓN reCombINANte de lA proteÍNA de fAse AGUdA “pIG-mAp” pArA sU Uso Como...

143

en el mercado internacional hay gran variedad de proteínas recombinantes (PR) para un 
amplio abanico de aplicaciones, lo que ha llegado a constituir toda una revolución en el 
mercado biotecnológico y a la vez ha impulsado la investigación en este campo (Amaro, 
2014; Guerrero-Olazarán et al., 2004; Sánchez y Rosales, 2017). 

La producción de proteínas recombinantes (PR) se ha utilizado cada vez más en la 
investigación para obtener proteínas específicas para estudios biofísicos y estructurales, 
con fines diagnósticos y terapéuticos, así como para aplicaciones emergentes, desarro-
llando nuevas moléculas recombinantes con propiedades farmacocinéticas mejoradas 
y descubriendo nuevas aplicaciones clínicas debido a la alta afinidad y especificidad 
que pueden generar (Oliveira y Domingues, 2018). Por lo que, el objetivo de esta inves-
tigación fue la obtención de un sistema de expresión recombinante de Pig-MAP, para 
su implementación como biomarcador de diagnóstico enfocado en el bienestar animal 
aplicado a cerdos.

Material y Métodos

La presente investigación se desarrolló en el laboratorio de virología II perteneciente al 
Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-
SAI) sede palo alto del INIFAP. Se procedió a la estimación de algunas características 
bioquímicas importantes de la proteína de fase aguda PigMAP, para ello se realizó la 
predicción de la distribución de epítopos, la estimación del peso molecular y de su es-
tructura terciaria, correspondientes a la proteína Pig-MAP (número de acceso: 7VFR-
B5X3016), mediante el uso de diferentes paquetes bioinformáticos disponibles como el 
software PyMol y DNAstar, (DNASTAR) y sus respectivos métodos de validación para 
seleccionar la región más adecuada para producir de manera recombinante la proteína 
de interés.

Se determinó la hidrofobicidad utilizando el algoritmo de Kyte-Doolittle, para 
el caso de las regiones antigénicas se predijeron mediante el algoritmo de Jameson-
Wolf, la probabilidad de superficie se determinó implementando el algoritmo de Emini, 
mientras que las regiones transmembranales se corroboraron con el servidor TMHMM 
Server v. 2.0. 

Posteriormente se seleccionaron dos regiones adecuadas para su producción y se 
diseñaron iniciadores que hibridan en los genes que codifican para los dos fragmen-
tos ubicados en el N- y C- terminal de la proteína Pig-MAP. Se procedió a la elección 
de dichas regiones, ya que contienen los epítopos más inmunogénicos y, por lo tanto, 
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los mejores candidatos para la clonación y expresión de la proteína de interés para su 
producción de manera recombinante. Dichos fragmentos fueron amplificados a partir 
de cDNA obtenido de un bazo de cerdo clínicamente sano, este cDNA fue clonado en 
un vector comercial de selección positiva o vector de resguardo pJET1.2/blunt (Clone-
JET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific) para su mantenimiento en el laboratorio. La 
porción correspondiente al N-terminal fue subclonada en el vector de expresión pET 
SUMO (Champion™ pET SUMO expression vector, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) para la expresión de la proteína. A continuación, se realizó la transforma-
ción en células competentes de E. coli Top 10 (E. Coli One Shot® TOP10, Invitrogen Life 
Sciences) para la obtención del fragmento de interés ligado al vector de expresión para 
su caracterización por PCR y posterior secuenciación. 

resultados y discusión 

Un punto importante a considerar en el diseño de biomarcadores veterinarios es la rela-
ción costo-beneficio y el hecho de poder garantizar que esta sea compatible con métodos 
de detección para un buen análisis clínico. A día de hoy, la biotecnología ofrece grandes 
oportunidades para solucionar este tipo de problemas tecnológicos con un alto impacto, 
un ejemplo de ello, es la utilización de la biología molecular, la cual nos brinda la posi-
bilidad de diseñar las llamadas proteínas recombinantes mediante el uso de Escherichia 
coli (E. coli), microrganismo que nos permite la producción de estas proteínas (más de 
30.000 proteínas expresadas y purificadas con éxito), con fines diagnósticos, terapéuticos 
o vacunales (Kielkopf et al., 2021).

Para poder generar la síntesis de una proteína recombinante, es necesario con-
siderar las propiedades químicas y biológicas (Blanco et al., 2010), por ello, el primer 
paso de esta investigación fue identificar el peso molecular y las características bio-
químicas básicas de la proteína de interés, en este caso de la Pig-MAP. Los primeros 
resultados obtenidos nos permitieron estimar el peso molecular, el cual fue de 100.36 
kDa con 907 residuos de aminoácidos, de acuerdo con la literatura, el peso molecular 
reportado para Pig-MAP se encuentra en un rango de 26, 43-55, 115-120 kDa respec-
tivamente (Lampreave et al., 1994; González-Ramón et al., 1995; Piñeiro et al., 2004; 
Heegaard et al., 2013). 

Posteriormente, se observó una región hidrofóbica en el extremo N-terminal de la 
proteína, siendo el resto de la proteína altamente hidrofílica. Esta característica de hidro-
fobicidad puede ocasionar problemas en la purificación y solubilización de la proteína, 
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además de que no contiene epítopos de interés, por ello se descartó para expresión, 
además se puede considerar con un carácter variable, el cual puede estar influenciado 
por características ambientales como el origen de la cepa aislada (Blanco et al., 2010). 

Adicionalmente, se pudo determinar en la proteína Pig-MAP la presencia de dos 
porciones ubicadas en el N-terminal y C-terminal, las cuales expresan el mayor índice 
de antigenicidad, de probabilidad de superficie, sin regiones hidrofóbicas y más de 10 
epítopos (Figura 1). 

                                              Figura 1. Predicción de las principales características  
                                              estructurales de la proteína Pig-MAP 

[A] Predicción de la estructura terciaria de la proteína Pig-MAP (ITIH4 Pig).  
[A-1] Estructura que corresponde a un fragmento del N-Terminal, seleccionado en este trabajo.  
[A-2] Las zonas de los principales epítopos presentes, seleccionados como mejores candidatos a expresión. 
[B] Algoritmos de predicción de: Hidrofobicidad a partir del algoritmo Kyte-Doolittle.  
[B-1] Probabilidad de superficie de Emini.  
[B-2] Índice de antigenicidad de Jameson-Wolf.  
[B-3] En recuadro rojo se muestra la ubicación de la porción N-terminal seleccionada en este trabajo.



CAstro, C., de loerA, Y., CerrIteÑo, J., CUeVAs, J. Y GArCÍA, A.

Haciendo uso de la técnica de PCR, se logró la amplificación de dos importantes regiones 
(correspondientes a 699 y 846 pb), adecuadas para el desarrollo de un sistema de expre-
sión recombinante utilizando E. coli, debido a que esta presenta un rápido crecimiento y 
un alto rendimiento, así como bajos costos de producción, en comparación con otros po-
sibles huéspedes, y mejora el rendimiento (Cardoso et al., 2020). Un sistema de expresión 
lo conforma un organismo hospedero y un vector de expresión o fragmentos de DNA 
que posee los elementos génicos necesarios para elaborar procesos de trascripción y tra-
ducción en dicho organismo hospedero (Guerrero-Olazarán et al., 2004). 

Los avances en biotecnología permiten mejorar ampliamente la expresión de proteí-
nas recombinantes utilizando E. coli, incluido el desarrollo de promotores y el uso de etiquetas 
de proteínas o dominios de fusión de proteínas removibles o para ayudar a optimizar su 
pureza, homogeneidad y solubilidad (Bugli et al., 2014; Oliveira y Domingues, 2017).

Como parte de los elementos identificados durante esta investigación, el producto de 
PCR proveniente de la región seleccionada en el N-terminal, fue exitosamente ligado en 
el vector de expresión pETSUMO. Posteriormente se realizó la transformación con el pro-
ducto de la ligación en células competentes TOP10 para su caracterización (Figura 2). Este 
sistema de expresión pETSUMO en conjunto con la proteína de fusión SUMO, mejora la 
solubilidad y protege la proteína expresada de la degradación proteolítica lo cual permite 
una purificación y detección más fácil de la proteína, que en conjunto con las característi-
cas de E. coli garantizan una clonación rápida y eficiente, elementos que son componentes 
principales en la producción de proteínas recombinantes (Tan et al., 2020; Zhang et al., 2022).

Figura 2. Transformación de células competentes E. coli 
TOP 10 con el vector de expresión pETSUMO-NTerminal 

 

[A] Control negativo de crecimiento de 
la prueba de transformación. 
[B] Colonias transformadas con el vec-
tor de expresión pETSUMO-NTermi-
nal; crecidas en medio LB+Kanamicina. 
[C] Electroforesis en gel de agarosa 
1% teñido con bromuro de etidio de la 
prueba PCR punto final; cargado con 
los productos de la PCR a partir de 
plásmidos extraídos de colonias que 
fueron positivas a crecimiento en pla-
cas con antibiótico. 
(M) Marcador de peso molecular. 
(1-9) Diferentes plásmidos analizados 
que presentaron el inserto de interés de 
699 pb provenientes del vector pETSU-
MO-NTerminal.
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Posteriormente, se determinó, mediante PCR punto final, la correcta orientación del frag-
mento de interés con respecto del vector de expresión pETSUMO, esto se desarrolla en 
una prueba de PCR punto final, usando el iniciador delantero diseñado para la amplifi-
cación del gen N-terminal de Pig-MAP, así como el oligo reverso T7, que hibrida en una 
parte de la región terminadora del vector pETSUMO, esperando con ello visualizar un 
producto de aproximadamente 799 pb, lo cual se puede observar en la Figura 3.

 
Figura 3. PCR punto final para determinar la correcta orientación de los  
insertos de interés respecto al vector de expresión pETSUMO

Fragmento N-Terminal en sentido (carriles 2, 4, 5, 6, 8). 
(M) Marcador de peso molecular. 
(1-9) Plásmidos evaluados.

Lo anterior, nos indica que el inserto N-terminal de Pig-MAP quedó en fase con el vector 
de expresión, característica esencial para producir la proteína de interés. Finalmente, 
esto nos permite seleccionar los plásmidos positivos para su subsecuente transformación 
en la cepa BL21(DE3) que es una cepa de expresión utilizada para la inducción por medio 
de análogos de la lactosa como el isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) para indu-
cir la expresión de la proteína recombinante.

Estos sistemas de expresión se caracterizan por su capacidad para mejorar la pro-
ducción de proteínas, mejorando el plegamiento y solubilidad para facilitar su purifi-
cación y detección (Tan et al., 2020). Considerando al sistema de expresión pETSUMO 
como componente de fusión que facilita la expresión y purificación de la proteína re-
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combinante en E. coli (Bugli et al., 2014; Peroutka III et al., 2011). Los resultados nos 
indican que se obtuvo por primera vez un sistema de expresión recombinante para la 
proteína Pig-MAP que contiene todas las características necesarias para expresarse en 
E. coli, lo cual, nos permiten considerar el uso de esta proteína para continuar con la 
subsecuente expresión y caracterización más específica de la proteína y con ello más 
vías de investigación relacionadas con sus características bioquímicas, estructurales y 
para poder desarrollar una herramienta  de alto valor diagnóstico en la producción de 
animales de granja como indicador de alteraciones.

conclusiones 

Mediante esta investigación por primera vez, se logra la obtención de un sistema de 
expresión recombinante para la proteína de fase aguda Pig-MAP, que contiene todos los 
elementos necesarios para la producción de la proteína de manera recombinante, como 
son la elección de la cepa, el vector de expresión, el cultivo y las estrategias de purifica-
ción más apropiadas para su correcta producción en bacterias. 

Dado que el bienestar animal hoy en día está vinculado a la certificación de buenas 
prácticas de producción se requiere estandarizar metodologías o herramientas que permi-
tan mejor la evaluación de dicho bienestar en las prácticas de producción ganaderas. En 
el mercado europeo ya existen algunos desarrollos para uso en veterinaria que imple-
mentan la utilización de proteínas de fase aguda, sin embargo, los tiempos de envío, las 
dificultades que conlleva su importación, las necesidades de manejo y conservación en 
refrigeración, así como los costos derivados, pone en desventaja a México para obtener 
estas herramientas de manera comercial. Motivo por el cual, esta investigación presenta 
un potencial importante en el contexto de la ciencia aplicada directamente a la evalua-
ción del bienestar animal enfocado a cerdos, para poder generar una herramienta de 
evaluación y diagnóstico con una buena relación costo-beneficio, en el manejo de todo 
su ciclo de vida, lo cual conllevaría a una repercusión económica y social importante, 
para definir aquellos procesos que comprometan el bienestar y buen estado de salud de 
los animales.
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