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Resumen

El objetivo de este trabajo, consiste en clonar y expresar un fragmento del gen que codifica para una de las proteinas
mas antigenicamente reactivas de la superficie del virus de la influenza equina: la hemoaglutinina; utilizando uno de los
métodos de obtencion de proteinas en células eucariotas mas ampliamente difundido, el sistema Baculovirus-Células de
insecto. Con el fin de conseguir esto, un segmento de este gen fue amplificado por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), el producto asi obtenido fue consecutivamente manipulado por medio de técnicas de biologia molecular e
ingenieria genética hasta conseguir clonarlo dentro de un vector de expresion baculoviral con el propodsito de obtener
una proteina recombinante en cultivos de células de insecto.

Una vez purificada la proteina recombinante se planea evaluar in vivo la capacidad inmunogénica y protectiva de este
producto y en base a ello establecer una forma de vacunacion efectiva que permita su utilizacion en el desarrollo de
nuevas vacunas contra la influenza equina.
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Introduccion

La influenza equina es una enfermedad clinica que afecta a caballos, asnos y mulas y hoy en dia es
la mayor causa de enfermedades respiratorias en équidos en todo el mundo [1], su agente causal es
un virus perteneciente a la familia orthomyxoviridae. Estos virus estan constituidos por un genoma
formado por ocho segmentos de ARN de simple cadena y polaridad negativa; cada uno de estos
segmentos, se encuentra unido a nucleoproteinas (NP), dentro de la nucleocapside también se
localizan las tres polimerasas virales (PB1, PB2, PA) y dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2)
que actian como reguladoras de la trascripcion, a su vez, la nucleocapside se encuentra recubierta
por una envoltura lipidica que esta tapizada por las proteinas de matriz y membrana (M1 y M2). La
superficie externa de estos virus, estd cubierta por dos glicoproteinas con forma de espiculas, la
hemoaglutinina (HA) y la neuranimidasa (NA) [2].

La particula viral posee tres componentes antigénicos, uno de ellos es la nucleoproteina, cuyas
diferencias antigénicas permiten clasificarlos en tres grandes tipos (A, B y C). Los virus del tipo A
son los Unicos que a su vez se pueden subdividir en diferentes subtipos de acuerdo a la composicion
de las otras dos proteinas antigénicas: la HA y la NA. Los virus del tipo B y C son patégenos
predominantemente humanos aunque también han sido aislados a partir de mamiferos marinos y
cerdos respectivamente y solamente producen infecciones respiratorias muy leves. Por otro lado los
virus del tipo A presentan un rango de huésped mas amplio y han sido aislados a partir de muchas
especies incluyendo humanos, cerdos, caballos, mamiferos marinos y un vasto nimero de aves
domésticas y salvajes [3] que forman el reservorio natural del virus, y si bien los virus aviares
generalmente no son patogénicos para sus hospedadores naturales pueden causar una morbilidad y
mortalidad significante al ser transmitidos a otras especies [4].

De todos los subtipos posibles, solo se han identificado dos que son capaces de infectar equinos. El
subtipo 1 (H7N7) aislado inicialmente en Praga en 1956 y posteriormente en muchos paises del
mundo, pero que no se ha vuelto a aislar desde la década del 80 y en la actualidad s6lo presenta
casos subclinicos [5] y el subtipo 2 (H3N8) de origen americano que fue aislado por primera vez en



el afo 1963, durante una gran epizootia de esta enfermedad ocurrida en Miami. Luego la infeccion
se disemino por toda Europa y a partir de entonces la poblacion equina de todas partes del mundo
ha sufrido varias epizootias de influenza. En nuestro pais hubo una gran epizootia en el afio 1985
provocada por el subtipo 2 y actualmente existe una ley que establece la vacunacion obligatoria de
caballos de competicion, que posiblemente ha contribuido en la prevencidén de nuevas epizootias.

La vacunacion contra la influenza equina se ha practicado desde la década del 60, pero aunque las
vacunas se han mejorado considerablemente desde entonces, aun existen fallas en la eficacia en
condiciones de campo [6]. Las vacunas actualmente disponibles inducen una respuesta inmune con
una vida media muy baja [7], cuantitativamente menor a la inmunidad obtenida luego de la
infeccion natural con el virus [8, 9] y frecuentemente no protectiva [10, 11].

La principal responsable de la respuesta inmune hacia el virus es la hemoaglutinina. Esta proteina
codificada por el segmento 4 del genoma viral, inicialmente se traduce como una pre-proteina
(HAO) que luego se escinde en dos subunidades (HA1 y HA2). Posteriormente, ambas subunidades
se unen por un puente disulfuro y se ensamblan formando una estructura trimérica (HA1-HA2);. En
la conformacion espacial que toma la hemoaglutinina madura, solamente la subunidad HA1 queda
expuesta y es por lo tanto donde se encuentran la mayor parte de los representantes antigénicos.
Como punto de partida para la elaboracion de vacunas contra esta enfermedad, se requiere un alto
titulo viral, la técnica mas empleada para conseguir esto es la propagacion del virus en la cavidad
alantoidea de huevos embrionados, lo que lo convierte en un método muy laborioso, de larga
duracion, elevado costo y baja eficiencia. También se requieren sucesivos pasos de concentracion,
purificacion y posterior inactivacion del virus con agentes quimicos, que acarrean mayores gastos
de tiempo y dinero, asi como un alto riesgo bioldgico debido a la necesidad de mantener un stock
permanente de particulas infectivas por medio de sucesivos pasajes [12].

Por lo tanto, una manera de evitar los inconvenientes inherentes a la produccion de vacunas por el
método convencional estaria dada por la posibilidad de obtener las proteinas del virus utilizando un
sistema de expresion heterdlogo, y ya que la proteccion por medio de la vacunacion se fundamenta
en la respuesta del sistema inmune contra la HA (y en particular contra la subunidad HA1), es
posible la elaboracion de una vacuna a partir de un polipéptido obtenido de forma recombinante,
que facilitaria la obtencion de grandes cantidades de antigeno, eliminando las desventajas del
método actual y disminuyendo en forma considerable los gastos de produccion.

Materiales y Métodos

Estudio de secuencias y Diseiio de Primers
Para el disefio de los primers se realizo un alineamiento multiple de secuencias del segmento 4 del
subtipo H3N8. Se analiz6 un total de 48 secuencias (27 cepas americanas, 16 europeas y 5 de origen
asiatico) todas ellas obtenidas de la base de datos del GenBank. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Teniendo en cuenta las posibles enzimas a utilizar para el clonado y las regiones consenso de las
secuencias alineadas, se disefi6 el siguiente par de primers:

HA1F: 5'TACCATGGTCTACAGTCAAAACCCAACCAG 3'

HAIR: 5'CACTCGAGTTGCTTTTCTGGTACATTCCTC 3'
En los extremos de ambos primers se afiadio un sitio de reconocimiento para enzimas de restriccion
(subrayados en la secuencia). Un sitio Ncol al primer HA1F y un sitio Xhol al primer HA1R.

Amplificacion del segmento HA1 por RT-PCR

El ARN viral, fue extraido a partir 500ul de liquido alantoideo de huevos embrionados previamente
inoculados con una cepa del virus de la influenza equina aislada anteriormente en nuestro
laboratorio, utilizando el reactivo TRIZOL (GibcoBRL) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. 5ul (~250ng) del ARN extraido, fueron utilizados para obtener una copia de ADN
complementario (cDNA) utilizando la enzima MMLYV vy el primer HA1R como cebador.



Para la reaccion de PCR se utilizaron 5ul del cDNA, que fueron adicionados a una mezcla de
reaccion con la siguiente composicion: 200uM de cada uno de los dNTPs, 1.5mM de MgCl,, 0.2uM
de cada primer (HA1F y HA1R), 2.5U de Taq DNApol y 1X del buffer provisto con le enzima, en
un volumen final de 25 pl. La mezcla resultante fue sometida a una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 1.5 minutos, seguida por 30 ciclos de amplificacion (94°C 30seg, 63°C 30seg, 72°C 1min) y
una extension final a 72°C durante 10 minutos.

Construccion del vector de clonado

El producto de PCR fue directamente ligado en el vector pCRTOPOQO?2.1, utilizando el kit comercial
PCR-TOPO TA Cloning (Invitrogen) y subsiguientemente utilizado para trasformar bacterias
competentes (Escherichia coli TOP-10) de acuerdo al protocolo provisto por el fabricante.

El ADN plasmidico, de 12 colonias tomadas al azar, con el fenotipo deseado (colonias blancas y
resistentes a ampicilina) fue extraido por miniprep (método de Birnboim & Doly) y analizado por
digestion enzimatica con Xhol, para verificar la presencia y la orientacion del inserto.

Uno de los plasmidos previamente chequeados por digestion, fue purificado y enviado a secuenciar
al instituto BRC (Biotechnology Resource Center) - Universidad Cornell (Ithaca —New York) para
confirmar la correcta continuidad del marco de lectura del fragmento amplificado.

Construccion del vector para la expresion en células de insecto

El fragmento HA1 fue doblemente digerido con Ncol y BamHI y subclonado dentro del vector
pFastBac-HTb (Invitrogen), el plasmido recombinante asi obtenido (pFastBac-HA) se utilizé para
transformar bacterias quimicamente competentes (E. coli JM109).

El ADN plasmidico de las colonias obtenidas fue analizado por digestion enzimatica con Bglll y
PCR (empleando el mismo protocolo utilizado inicialmente para amplificar el inserto).

Uno de los plasmidos (tomado al azar) obtenido y analizado como se explico anteriormente fue
utilizado para transformar bacterias quimicamente competentes (. coli DH10Bac) que luego fueron
plaqueadas en agar Luria con 40pg/ml de IPTG, 200pg/ml de Bluo-Gal, 50pg/ml de Kanamicina,
7ug/ml de Gentamicina, 10pg/ml de Tetraciclina.

Las colonias en las que ha ocurrido la transposicion (blancas) fueron analizadas por Colony-PCR
con los primers M13F: S’GTTTTCCCAGTCACGAC3'y M13R: 5'CAGGAAACAGCTATGACS3'.
El ADN bacmidico, de una de las colonias positivas analizadas fue empleado para la transfeccion de
células de insecto (Spodoptera frugiperda linea SF-21) por medio del reactivo Cellfectin (GIBCO
BRL), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Con el objetivo de aumentar el titulo viral, a las 96 horas post-transfeccion se realizo un pasaje de
500ul del sobrenadante a un frasco de cultivo con células SF-21 (con un 80% de confluencia) en
4,5ml de medio TC-100 con un 10% de suero fetal bovino. A las 96 horas post-infeccion se realizd
un segundo pasaje de igual manera que el anterior. El sobrenadante del ultimo pasaje fue guardado
a -70°C para ser utilizado posteriormente como stock viral en ensayos de expresion de la proteina.

Expresion y purificacion de la proteina recombinante.

Con el fin de encontrar las condiciones optimas para la expresion de la proteina se probaron
distintas lineas celulares (SF-9, SF-21 y Hi-5) y medios de cultivo (TC-100, Grace y SF-900 II).
Para cada uno de los cultivos ensayados, se tomaron alicuotas a diferentes tiempos post-infeccion
que fueron analizadas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) con el fin de estimar los niveles de
expresion. En cada uno de los casos se utilizaron como control negativo células sin infectar. Luego
de hallar las condiciones 6ptimas se realizdO un nuevo cultivo a mayor escala (30ml). Una vez
alcanzado el tiempo de cosecha, las células fueron despegadas del frasco, lavadas 3 veces con PBS,
luego se realizd la ruptura celular y las proteinas citoplasmaticas fueron purificadas por
cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC) empleando una columna con una matriz de
acido nitriloacetico y niquel (Quiagen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.



Analisis in vivo de la respuesta inmune (En realizacion)

La proteina previamente purificada fue precipitada con etanol y centrifugada a 14.000rpm por
10min., luego de descartar el sobrenadante se dejo evaporar el resto del alcohol, se resuspendio el
precipitado en 1ml de PBS y se esterilizo por filtracion (con filtro de 0.22um).

Con el objeto de determinar la capacidad de la proteina recombinante para generar anticuerpos
neutralizantes, se inocularon 12 ratones Balb-c (tres grupos de cuatro) con la proteina previamente
purificada por via intranasal e intramuscular (con y sin adyuvante de Freund). Se planea realizar dos
boosters a los 21 y a los 42 dias post-inoculacion y luego utilizar el suero de los ratones para probar
la capacidad neutralizante de los anticuerpos obtenidos por ensayos de virus neutralizacion o
inhibicion de la hemoaglutinacion (HI)

Resultados

Después de la RT-PCR pudo observarse en un gel de agarosa la presencia de una unica banda de
aproximadamente 1Kb, que se condice con el tamafio esperado para el producto de PCR (1002nt).
El clonado dentro del vector pCRTOPO2.1, permiti6é secuenciar el fragmento HA1 amplificado por
PCR y en base a los datos obtenidos poder realizar un alineamiento local contra la base de datos del
Blast, obteniéndose como resultado un 99% de homologia entre la secuencia de la cepa utilizada y
una cepa previamente aislada en nuestro pais (Influenza A/equine2/Argentina/99).

Luego del subclonado en vector pFastBac, se obtuvieron unas 50 colonias de las cuales 10 fueron
analizadas por PCR y digestion con BglIl. Todas las colonias examinadas resultaron positivas.
Como se observa en la siguiente figura, en el analisis de la transposicion, todas las colonias blancas
menos una (Calle:11) dieron positivas por PCR. Mientras que una colonia azul (Calle:13) utilizada
como control negativo dio una banda de 300bp aproximadamente de acuerdo a lo esperado.
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A partir de las 72 horas post-transfeccion comenz6 a observarse efecto citopatico (disminucion de la
tasa de crecimiento y muerte celular) debido a la formacion de particulas virales. Asi mismo, como
era de esperar el efecto citopatogénico sobre las células se incremento con los sucesivos pasajes. Al
realizar el segundo pasaje se observo muerte celular luego de las primeras 48 horas post-infeccion.
Las condiciones Optimas para la expresion de la proteina recombinante, se lograron en cultivos
celulares de la linea Hi-5 (7richoplusia ni) con el medio TC-100 suplementado con un 10% de
suero fetal bovino, luego de las 72 horas post-infeccion.

Conclusiones

Hasta el momento, se ha logrado amplificar por RT-PCR y clonar con éxito una porcion del gen que
codifica para la hemoaglutinina del virus de la influenza equina, consiguiendo de esta manera la
expresion de la subunidad HA1 en el sistema baculovirus/Células de insecto.



La mayor ventaja de este sistemas es que tiene la capacidad de expresar proteinas foraneas a muy
altos niveles y en la actualidad se han logrado adaptar lineas celulares de insectos a las exigencias
habituales de la produccion a gran escala, lo que lo convierte en un sistema ideal para la produccion
de proteinas que puedan ser empleadas para la fabricacion de nuevas vacunas, lo que constituye un
paso critico en el control de un patégeno tan importante como es el virus de la influenza.

Si bien los resultados obtenidos hasta el momento son alentadores, hasta no tener resultados sobre la
capacidad de la proteina lograda para producir anticuerpos que sean capaces de neutralizar al virus,
no se puede establecer fehacientemente la utilidad de esta proteina como un método alternativo para
la elaboracion de vacunas contra la influenza equina.
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