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RESUMEN

La produccion de proteinas mediante sistemas de expresion es un campo que cada vez toma
mas fuerza en la industria biotecnoldgica. La expresion de proteinas que puedan ser usadas
como biofarmacos o como tratamientos para enfermedades es una de las aplicaciones mas
trascendentales de la expresion de proteinas heterélogas. También la expresion de proteinas
inmunogénicas de origen bacteriano o viral que puedan funcionar como subunidades de
vacuna contra enfermedades es una aplicacién muy significativa en este campo. Este es el
caso de la fiebre aftosa, que es la enfermedad de ganado més importante desde el punto de
vista econdmico, debido a su alto riesgo de contagio, tratamientos profilacticos dificiles de
administrar, endemicidad en paises ganaderos e imposibilidad de tratamiento. Esta
enfermedad causa pérdidas econémicas muy altas en paises de todo el mundo, incluido el
Ecuador.

El presente trabajo consistié en el establecimiento de un sistema Bac-to-Bac para la
expresion de la proteina imnunogénica VP1 de la capside del virus de la fiebre aftosa. Se
establecio el cultivo de células de insecto Sf9 y se logr6 exitosamente la transfeccion y la
infeccion de estas células, con las particulas virales obtenidas. Ademas se establecid un
método de deteccion de proteinas en acrilamida mediante tincion con nitrato de plata. La
expresion de la proteina VP1 no se pudo determinar con éxito por lo que se requiere trabajos
posteriores para llegar a la expresion confirmada de esta proteina en las células Sf9 e
identificacion de la misma.



ABSTRACT

The production of proteins in biologycal expression systems is a promisory field in the
biotechnological industry. The production of immunogenic proteins that could be used as
vaccine subunits for the profilactic treatement of bacterial or viral diseases is a significant
application. This is the case of foot and mouth disease (FMD) wich is the most important
cattle afection, from the economical point of view. This disease causes enormous economical
loses due to its high risk of contagion, the difficulties in the administration of traditional
vaccines and the imposibility of treatment.

The present work consisted in the stablishment of a Bac-to-Bac system for the expression of
the immunogenic protein VP1 of the foot and mouth disease virus (FMDV). The cell culture
was succesfully stablished and also the protocols for transfecting and infecting Sf9 cells.
Furthermore, a protocol for detection of proteins in polyacrilamide gels with AgNO3 was
stablished.

The expression of VP1 protein could not be determined, that’s why, further research needs
to be done to express the VVP1 protein in SF9 cells and identify the protein.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes
La demanda de proteinas en mayores cantidades y menores tiempos por parte de las
industrias médicas, farmacoldgicas, alimenticias, entre otras, ha obligado al desarrollo de
métodos de produccion de proteinas réapidos y eficientes. Industrialmente, se produce
proteinas de un determinado organismo en sistemas biologicos mas sencillos, que los
organismos multicelulares, como bacterias, levaduras y también lineas celulares de distintos
origenes. Estos sistemas biologicos permiten la expresion, es decir permiten el proceso de
traduccion de la informacion codificada en los &cidos nucleicos, ADN y ARN, a proteinas
(Cultek, 2015), incluyendo el ADN foréneo que se pueda insertar en el sistema. Las proteinas
resultantes o proteinas heterélogas (de distinto origen) pueden ser utilizadas en muchos
campos de investigacion y de hecho, algunas de estas son producidas en enormes cantidades
en la actualidad. Algunos ejemplos son: insulina, factores de crecimiento, heparina,
albuminas, antigenos de virus, enzimas Utiles en industrias papeleras, textiles y alimenticias,
entre muchas otras (Guevara Hernandez, et. al., 2013).
La produccion de proteinas recombinantes también ha abierto la puerta a una aplicacion
importante en el campo de la salud humana y animal, que es la produccién de proteinas
inmunogénicas. Estas proteinas posteriormente pueden ser utilizadas para el desarrollo de
candidatos a subunidades de vacunas. Muchas enfermedades causadas por virus carecen de
tratamientos profilacticos, eficientes, seguros y a la vez rentables. Un ejemplo de estas es la
fiebre aftosa, la cual afecta al ganado y es un problema constante en paises que dependen
econémicamente de esta actividad, como es el caso del Ecuador. Por lo tanto, el
establecimiento de un sistema de expresién que permita la produccion de proteinas
recombinantes con aplicaciones para el desarrollo de vacunas de subunidades para esta
enfermedad, puede ser una alternativa interesante para el estudio y produccién de métodos
profilacticos mas eficientes.

1.2. Sistemas de expresion de proteinas heterdlogas

1.2.1. Escherichia coli

La expresion de proteinas en sistemas bacterianos, principalmente E. coli, tiene un costo de
produccion bajo en un tiempo muy corto, lo cual beneficia a la industria. La bacteria
Escherichia coli, es probablemente la mas estudiada y conocida, por lo que es ampliamente

usada en el campo de la ingenieria genética. Para expresar una proteina, se requiere un vector
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que lleve un origen de replicacion bacteriano, un marcador de seleccién, un promotor
bacteriano, el gen terminador y la secuencia del gen de interés (Drago y Sainz, 2006).
A pesar de sus beneficios, la utilizacion de E. coli como hospedera implica que la proteina
producida no tendra modificaciones postraduccionales propias de las células eucarioticas.
Por ejemplo la glicosilacion que en general son necesarias para la actividad bioldgica y la
estabilidad de la proteina (Drago y Sainz, 2006).

1.2.2. Levaduras
Las levaduras son utilizadas como el sistema eucaridtico mas sencillo de expresion de
proteinas. Las especies mas utilizadas a nivel industrial son Pichia pastoris y Saccharomyces
cerevisiae (Drago y Sainz, 2006).
En el caso de las levaduras, también se utiliza vectores que permitan la introduccién del gen
de interés a la célula. La expresion de proteinas en levaduras es bastante usada en la industria
farmacéutica puesto que tiene algunas ventajas. Por ejemplo, no se necesita extraer
endotoxinas para el proceso de purificacion de la proteina final, lo que si es necesario cuando
se trabaja con sistemas bacterianos (Wildt y Gerngross, 2005).
En cuanto a las modificaciones postraduccionales, a pesar de que la glicosilacion si se da en
las levaduras, la composicion de los azUcares de las glicoproteinas resultantes difiere de la
proteina nativa de origen animal o humano. Las proteinas glicosiladas de las levaduras
tienden a tener una vida media menor, aunque actualmente se esta trabajando en la
modificacion de la glicosilacion en levaduras y en la expresion de glicoproteinas terapéuticas
con estructuras N-glicosiladas humanizadas (Wildt y Gerngross, 2005).

1.2.3. Células de mamifero
Los sistemas de expresion de proteinas heterdlogas en células de mamiferos son cada vez
mas utilizados, pese a su alto costo. Esto se debe a que son capaces de producir plegamientos,
modificaciones postraduccionales y ensambles correctos del producto, lo que es muy
importante para asegurar una buena actividad bioldgica de la proteina recombinante de
interés. Entre las especies mas comunes de las lineas celulares estan: ratones, monos y
humanos (Kishwar, 2013).
Uno de los problemas méas importantes del trabajo con células de mamifero es la posibilidad
de contaminaciones con virus animales. Esto hace que el trabajo sea méas peligroso para los
operadores que al usar lineas celulares de otras especies. Asimismo, los virus humanos

pueden contaminar los cultivos celulares de células de mamiferos con mayor facilidad que
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los de insecto o los de organismos unicelulares. Otro inconveniente del trabajo con células
de mamifero es la complejidad y el costo de su mantenimiento (Kishwar, 2013).

1.2.4. Células de insecto
Lineas celulares continuas de células de insecto fueron por primera vez desarrolladas en
1962, a partir del tejido del ovario de una polilla de la especie Antherea eucalipty. En la
actualidad existen mas de 400 lineas celulares de mas de 100 especies diferentes de insectos
(Lynn, 1996).
Las células de insecto tienen algunas ventajas sobre otras lineas celulares ya que su manejo
es mas sencillo, tienen mayor resistencia, estabilidad y tolerancia a la osmolaridad y su
produccion es mayor con una menor concentracion de células (Ikonomou, 2003).
Las células de insecto han demostrado la capacidad de producir proteinas complejas con una
glicosilacién altamente similar a la de las proteinas humanas, muy superior a la que se puede
conseguir con sistemas de expresion en levaduras (Rendic, et. al., 2007).
Otra gran ventaja de las células de insecto, al compararlas con otros sistemas de expresion
como las células de mamifero, es su bajo riesgo dentro del manejo de laboratorio ya las
lineas no corren el riesgo de contaminarse con patdégenos humanos (Rendic, et. al., 2007).

1.3. Importancia de la produccion de proteinas heteré6logas

1.3.1. Aplicacion de las proteinas heterdlogas en la investigacion
Las proteinas heterdlogas son utilizadas en el ambito de la investigacion para determinar
rutas metabolicas en organismos y para entender la importancia de una proteina o de la falta
de esta. La produccidn de proteinas también ha servido para entender el papel de las proteinas
chaperonas en el plegamiento de una proteina. Ademas, se ha estudiado las distintas formas
de plegamiento que puede adoptar una proteina y relacionarlas con la actividad biol6gica
que presenta la proteina en cuestion (Wells, et. al., 1993).
Ademas, las proteinas recombinantes pueden ser utilizadas como herramientas de
diagndstico, como proteinas terapéuticas 0 como enzimas funcionales. Muchas de las
proteinas heterdlogas que se producen en cantidades industriales son anticuerpos (Anexo 1).

1.3.2. Produccion de biofarmacos
Los biofarmacos son farmacos (proteinas, hormonas, enzimas) producidos por organismos
genéticamente modificados (Jayaraj y Smooker, 2009). La ventaja enorme de estas proteinas
recombinantes es que son identicas o difieren muy poco de las proteinas nativas de origen
humano por lo que las reacciones inmunolégicas adversas disminuyen significativamente
(Sodoyer, 2004).
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Antes de la produccion de biofarmacos, las proteinas necesarias para tratar enfermedades
causadas por deficiencias en la produccién normal de las mismas, debian obtenerse de
fuentes animales. Esto conllevaba problemas en la actividad biologica de las proteinas,
puesto que provenian de especies diferentes; y ademas causaban reacciones de rechazo en el
organismo receptor (Sodoyer, 2004).

Mas de 150 biofarmacéuticos de uso humano y de uso veterinario han sido aprobados para
su uso y comercio en el mercado de Estados Unidos y Europa (Walsh, 2005).

1.4. Fiebre aftosa
1.4.1. Estructura molecular
El virus de la fiebre aftosa (FA) pertenece a la familia de los Picornavirus del género
Aphtovirus. Es un virus de cadena simple de ARN de sentido positivo. EI genoma del virus
consiste en una secuencia de 8500 bases rodeadas de cuatro proteinas estructurales que
forman una capside icosaédrica (Rueckert, 1996). Estas proteinas son codificadas por los
genes estructurales: VP1, VP2, VP3 y VP4 (Crowther, 1986) (Anexo2). Ademas, el virus
tiene los genes no estructurales que forman un total de diez proteinas maduras: L, 2A, 2B,
2C, 3A, 3B, 3C, 3D y los complejos 3AB y 3ABC (Ma, et. al., 2011). Se han identificado
siete serotipos del virus (A, O, C, Asia 1, y SAT -South African Territories- 1, 2, y 3)
(Rueckert, 1996), siendo el serotipo O el mas comln en casi todos los paises del mundo,
incluyendo al Ecuador (FAO, 2007).
1.4.2. Enfermedad de la Fiebre Aftosa

La fiebre aftosa es una enfermedad infectocontagiosa vesicular de alta diseminacion y de
curso rapido (Diaz, et.al., 2011). Esta enfermedad afecta a los animales de pezufia hendida,
incluyendo ganado vacuno, cerdos, ovejas Yy cabras, asi como mas de 70 especies de animales
salvajes. La sintomatologia en los animales empieza, luego de una incubacion del virus de
hasta 14 dias, con falta de apetito, disminucion de produccion de leche, aumento de
salivacion y formacion de Ulceras en la boca y en las pezufias. El contagio se da por aerosoles
respiratorios, por via oral o por contacto con celulas epiteliales de animales infectados (Ruiz-
Bravo, 2001). Por ser la fiebre aftosa una enfermedad altamente infecciosa, sus brotes son

muy dificiles de controlar.
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1.4.3. Impacto de la enfermedad de la fiebre aftosa en el Ecuador y el mundo
Desde el punto de vista economico, la fiebre aftosa es la enfermedad de ganado mas
importante a nivel mundial puesto que es sumamente infecciosa y afecta a cabras, ovejas,
vacas, cerdos, entre otras (Ruiz-Bravo, 2001). Las zonas endémicas de la enfermedad son
algunos paises de Asia, gran parte de Africa y Medio Oriente. En Sudamérica la enfermedad
también se considera endémica (Anexo 3) pero algunos paises como Bolivia, Argentina y
Colombia son considerados como zonas libres de aftosa con vacunacion. El Ecuador tuvo su
ultimo brote grave de fiebre aftosa en el afio 2009. Sin embargo, no ha sido declarado libre
de la enfermedad y es posible que haya pequefios brotes ocasionales a pesar de las continuas
campafas de vacunacion de reses (OIE, 2014).
El potencial infeccioso de la enfermedad es tan alto, que al detectarse un brote de la
enfermedad, en una granja de ganado, se debe proceder de inmediato al aislamiento y
sacrificio de las reses para contener la expansion del virus dado que el tratamiento para las
no es factible ni por el costo ni por la efectividad (FAO, 2007). Ademas, se prohibe la
exportacion de productos lacteos y carnicos a paises libres de fiebre aftosa, lo cual puede
generar pérdidas millonarias para el pais que sufre el brote (OIE, 2014).

1.5. Prevencidn de la fiebre aftosa, sus problemas y posibles alternativas

1.5.1. Prevencion con vacunas tradicionales
Una vacuna es cualquier preparacion que tiene por objetivo generar inmunidad contra cierta
enfermedad o infeccion mediante la estimulacion de la produccion de anticuerpos. Las
vacunas tradicionales son preparaciones de microorganismos (bacterias o virus) atenuados o
muertos, o preparados de toxinas inactivadas (toxoides) que estimulan el sistema
inmunoldgico (OMS, 2015).
La vacuna antiaftosa oleosa que se utiliza para la inmunizacion de reses, en las zonas
endémicas, como en el Ecuador de acuerdo a la Unidad de Epidemiologia, PANAFTOSA-
OPS/OMS (OPS, 2011), consiste en el virus (cepas A, O, C) obtenido a partir de cultivo
primario de células de epitelio lingual bovino, inactivado con BEI (Etilenimina binaria,
preparado de aziridina). Esta se debe mantener lejos de la luz y en camara de frio a una
temperatura entre 4°C y 8° C para el almacenaje y a una temperatura menor de 15°C durante
un maximo de 72 horas (Sani, 2004).

1.5.2. Problemas en la produccién y manejo de las vacunas tradicionales
Las vacunas tradicionales contra el virus de la fiebre aftosa, son producidas utilizando el

virus vivo atenuado o inactivado, lo que implica necesariamente que el virus sea cultivado
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en un laboratorio, en grandes cantidades. El virus de la fiebre aftosa no significa un riesgo
para la salud humana, sin embargo, el riesgo de contagio al ganado es muy alta. Al ser el
ganado una de las actividades economicas mas importantes a nivel mundial, el manejo del
virus obligatoriamente debe ser realizado con un estricto nivel de bioseguridad (BSL).
Actualmente, la produccion de la vacuna tradicional se esta realizando en laboratorios con
un nivel BSL 4 y un nivel 4 de contencion (OIE, mayo 2014). Paises como Estados Unidos,
que tienen una produccién de ganado muy alta, no producen la vacuna puesto que no son
zonas endémicas para el virus y el riesgo de su liberacidn es muy alto (Homeland Security,
2013). En la India, el mayor productor de leche a nivel mundial, existe un laboratorio BSL
nivel 4 para la produccion exclusiva de vacunas anti aftosas contra las cepas presentes en la
region (Pharmaquest, 2008).
El Ecuador, pese a ser un pais en donde la enfermedad se considera endémica (OPS, 2011),
no produce sus propias vacunas contra la fiebre aftosa debido a la falta de infraestructura
adecuada y personal capacitado para el trabajo en un BSL 4. En consecuencia, la importacion
de las vacunas resulta en un alto costo de compra, transporte y manejo, ademas del riesgo de
que la pérdida de la cadena de frio durante el transporte conduzca a una pérdida de eficacia
de la vacuna (Pharmaquest, 2008).
Ademas de los riesgos de bioseguridad, las vacunas de la fiebre aftosa contienen el virus
completo por lo que el individuo inoculado genera anticuerpos contra todas las proteinas del
virus, haciendo imposible distinguir los animales infectados de los sanos que solo han sido
vacunados (Homeland Security, 2013).
El manejo de las vacunas tradicionales también presenta serios inconvenientes como la
necesidad de una estricta cadena de frio durante toda la manipulacién de las dosis. La vacuna
antiaftosa oleosa debe ser transportada y conservada para su uso inmediato entre 2 y 8°C.
Temperaturas mayores pueden llegar a desestabilizar la vacuna en cuyo caso, la efectividad
de la misma ya no puede ser garantizada (Pharmaquest, 2008).

1.5.3. Subunidades de vacunas como una alternativa para las vacunas

tradicionales

Las vacunas de subunidades nacen como una alternativa para las vacunas tradicionales.
Consisten en porciones virales no viables y no infectivas del patégeno que son capaces de
causar una estimulacion inmunoldgica en el individuo vacunado (Moo-Yong, 1989). En el
caso de los virus, estas partes pueden ser proteinas de la capside, la capside entera o, en

general, proteinas exteriores del virus (Li et al., 2008).
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Hoy en dia los sistemas de expresion pueden ser utilizados para crear este tipo de vacunas.
Uno de los primeros trabajos de este tipo se dio en 1992 con el virus de la hepatitis B. El gen
utilizado para la expresion fue un antigeno de superficie que fue expresado en una planta de
tabaco. Otras enfermedades que ya cuentan con vacunas recombinantes son: influenza,
hepatitis B y el virus de papiloma humano (Chen, 2008).

Por lo tanto, las vacunas de subunidades permiten un ambiente de trabajo méas seguro tanto
para el operador como para el medio ambiente, puesto que ya no es necesario el cultivo del
virus en estado salvaje. La subunidad (generalmente proteina) no es infectiva, por lo que no
hay riesgo de fuga de la enfermedad. Gracias a esto, la produccion de estas vacunas se puede
hacer en laboratorios de bioseguridad BSL2 y con un nivel de contencion 2 (Moo-Yong,
1989). Ademas son mucho mas estables a la luz y al calor (Gonzélez y Pérez, enero 2005).
Por estas razones, este tipo de vacunas pueden ser una interesante alternativa para mitigar
los problemas existentes con las vacunas tradicionales producidas para la fiebre aftosa.

1.6. Utilizacién del sistema de expresién Bac-to-Bac para la produccién de
proteinas inmunogénicas de la fiebre aftosa que pueden ser utilizadas como
posibles candidatos de subunidades de vacuna

El sistema de expresion de proteinas heter6logas Bac-to-Bac, se refiere a un sistema de
expresion de proteinas en células de insecto con un vector viral proveniente de un
baculovirus. Las células Sf9, utilizadas para este sistema, son células derivadas de una polilla
de la especie Spodoptera frugiperda.
1.6.1. Ventajas sobre otros sistemas

El sistema Bac-to-Bac permite una produccion rapida y alta de baculovirus recombinantes.
De esta forma, se obtiene proteinas recombinantes en una linea celular proveniente de
insectos. Las ventajas del sistema Bac-to-Bac son: la posibilidad de una produccion a gran
escala de la proteina con altos rendimientos gracias a que el promotor que esta incluido en
el pFastBac™ es fuerte. Ademas, la purificacion de la proteina es sencilla ya que el vector
puede contener un 6xHis tag que permite una facil separacion de la proteina de interés
(Invitrogen, 2010). Este sistema esta considerado como una excelente herramienta para la
produccién de glicoproteinas recombinantes. Casi un millar de proteinas heterélogas han
sido producidas satisfactoriamente en el sistema para la generacion de vacunas, terapia

génica e insecticidas de baculovirus recombinantes (Cultek, 2015).
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1.6.2. Creacion del vector bacmid a partir de un baculovirus
Los baculovirus (Familia Baculoviridae) son virus de insecto con un fuerte tropismo hacia
la especie que infectan (van Oers, 2006). Los baculovirus tienen un genoma de entre 80 y
180 Kpb y se replican en el nacleo de las células infectadas (Thiem y Cheng, 2009). Estos
virus no poseen tropismo hacia mamiferos, por lo que no resultan patégenos en ganado, ni
en seres humanos (van Oers, 2006).
Para la creacion del sistema Bac to Bac, a través de ingenieria genética, el baculovirus fue
modificado genéticamente, removiendo partes patdégenas de su genoma, asi como los genes
que le permiten sobrevivir en la naturaleza y dejando los promotores tardios ph y p10 como
promotores fuertes para la expresion de proteinas recombinantes (Invitrogen, 2010). Este
baculovirus modificado se conoce como bacmid.
El sistema de expresion Bac-to-Bac tiene varias etapas que van desde la identificacion de la
proteina de interés, hasta su extraccion y purificacién. La primera parte consiste en
identificar el gen que codifica para la proteina de interés y obtener el cDNA. Luego, este
cDNA debe insertarse en un vector de transferencia (pFastBac) que contiene un promotor
ph o p10 y dos regiones flanqueantes (Tn7) a la zona de insercion del gen de interés.
Por otro lado, el sistema de expresién requiere de una cepa de E. coli DH10Bac que tiene en
su interior el bacmid que contiene una regién miniattTn7 y un plasmido helper pMON7124
que codifica para una transposasa. Las células de E. coli deben ser transformadas con el
pFastBac que lleva el gen de interés. Dentro de la célula, el plasmido helper provee la
transposasa necesaria para que el casette, flanqueado por los Tn7 del pFastBac, pase a
transponerse en la region miniattTn7 del bacmid (Invitrogen, 2010).
Para la produccién de proteinas recombinantes, este bacmid se extrae de las células E. coli
para ser transfectado en las células Sf9 que expresaran la proteina de interés para que
posteriormente sea analizada y purificada (Invitrogén, 2010).

1.6.3. Expresion de proteinas inmunogenicas de la fiebre aftosa
En el caso de la fiebre aftosa, las subunidades de vacuna podrian ser una interesante
alternativa ya que se ha encontrado que la proteina VP1 que se encuentra en la capside del
virus tiene una cadena aminoacidica que se dispone en forma de bucle proyectado hacia el
exterior, y es por tanto, activa en fenomenos de reconocimiento y antigenicidad (Rodriguez
y Grubmann, 2009).
Por esta razon, en un trabajo previo (Palacios, et. al., 2011), se utilizé el sistema Bac to Bac

para la creacién de baculovirus recombinantes que llevan el gen VP1. En consecuencia, el
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presente trabajo propone continuar con el sistema de expresion Bac-to-Bac (Baculovirus), el
cual conllevara el establecimiento de un cultivo celular de células de insecto Sf9, seguido de
la transfeccion con el bacmid recombinante mediante liposomas y el anélisis de la expresion
de la proteina VP1 del virus de la fiebre aftosa. VP1 podria en un futuro ser considerada
como una proteina interesante para realizar estudios inmunogénicos en ganado que lleven a
la posible creacion de candidatos de subunidades para la fabricacion de una vacuna contra
la fiebre aftosa.
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2. OBJETIVOS

General

e Establecer un sistema de expresion Bac-to-Bac para la generacion de la proteina

V/P1 del virus de la fiebre aftosa.

Especificos
[ ]
[}

Establecer el cultivo de células Sf9 de insecto.

Realizar la transfeccion de las células Sf9 con un bacmid recombinante
Analizar la expresion de la proteina VVP1 del virus de la fiebre aftosa
mediante un SDS-PAGE.

Establecer la tincion de proteinas en geles de poliacrilamida.
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3. JUSTIFICACION

Las complicadas condiciones de manejo de las vacunas actuales de virus inactivado para la
fiebre aftosa (CAV, 2003), son una limitante en los programas de vacunacion. Esto se debe
a que a la enorme extension de las haciendas ganaderas y el dificil acceso a las mismas,
muchas veces no permite el cumplimiento de la cadena de frio necesaria. Ademas de las
complicaciones de la produccion de la vacuna, la complejidad de tener un laboratorio de
nivel de bioseguridad 4 y los riesgos de fuga del virus durante su cultivo, no permiten que
algunos paises sean capaces de producir la vacuna. Este es el caso del Ecuador, en donde, a
pesar de que el virus es endémico, exista la necesidad de importarla.

Actualmente, la generacién de vacunas de subunidades espera superar las complicaciones
de produccion, inestabilidad, y riesgos de reacciones adversas de las vacunas tradicionales.
Estas son mucho maés estables a la luz y al calor debido a que no contienen elementos
biol6gicamente activos, sino proteinas del patdégeno (Gonzéalez y Pérez, 2005) y podrian ser
una interesante alternativa para la produccién de vacunas de la fiebre aftosa.

Es asi que el establecimiento de un sistema de expresion de proteinas heterdlogas es
imperativo para la posible produccién de subunidades de vacuna contra la fiebre aftosa y, en
general, para el avance y desarrollo de la investigacion de la industria biofarmacoldgica en
el pais. Actualmente existen varios sistemas de expresion que estan siendo utilizados, todos
contienen ventajas y desventajas. Sin embargo, un sistema casi ideal es aquel que no tenga
un costo muy elevado, que tenga una alta capacidad de produccion y un sistema de
modificacion post traduccional adecuado. Un sistema con estas caracteristicas, es el sistema
Bac to Bac con el cual ya se han producido cientos de proteinas recombinantes, muchas con
aplicacion industrial como son las subunidades de vacuna.

En un trabajo anterior (Palacios, et. al., 2013) se logré aislar y clonar el gen VVP1 de la fiebre
aftosa y generar un bacmid recombinante. Por eso, este trabajo propone establecer un cultivo
celular de células Sf9 de insecto, que puedan ser transfectadas con el bacmid a fin de expresar
la proteina VVP1 de la capside del virus de fiebre aftosa. Este analisis serd importante porque

abre el campo al desarrollo de sistemas de expresion en lineas celulares en el Ecuador.
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4. AREA DE ESTUDIO
Los experimentos de este proyecto se realizaron en los Laboratorios de Virologia,

Microbiologia y Biologia Molecular de la Universidad San Francisco de Quito.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales
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5.1.1. Establecimiento del cultivo celular

5.1.1.1. Medio para el cultivo de células Sf9

Medio de Cultivo Sf-900™ II SFM (1X) Gibco Life
Technologies

Medio ESF 921 Protein-Free Medium Expression
Systems

Suero fetal bovino FBS Hy Clone

5.1.1.2. Mantenimiento de las células Sf9

Medio de Cultivo Sf-900™ II SFM Gibco Life
Technologies

Suero fetal bovino FBS Hy Clone

Pipetas desechables

Etanol 70%

PBS 1X

Pipeta automatica Matrix

Cabina de seguridad bioldgica Biobase
Microscopio invertido Ernst Leitz Wetzlar

Refrigerador 4°C Ecasa

5.1.1.3. Creacion de un stock de células Sf9

Suero Fetal Bovino FBS Hy Clone

DMSO (dimethylsulfoxide) Merck

Caja de congelacion de células

Congelador -80°C WiseCryo

Nitrogeno liquido

Viales de 1,2ml resistentes a la congelacion
Tubos falcon

Centrifuga de tubos falcon de 15ml PLC Series

5.1.2. Establecimiento del Sistema Bac to Bac

5.1.2.1. Transfeccion de las células Sf9 con el bacmid recombinante

Flask T-25 con confluencia del 100%



27

¢ Kit de transfeccion FectoFlyTM: DNA transfection
reagent Polyplus
o 6-well plates Falcon
e Penicilina/Estreptomicina SIGMA Life Science
e Muestra de Bacmid Recombinante (Muestras
Bacmid + VP1-2, Bacmid + VP1-5)
e Muestra de Bacmid no recombinante
e NanoDrop 1000 ThermoScientific
e Primers M13 (Anexo 6)
5.1.2.2. Anélisis de la transfeccion por PCR
5.1.2.2.1. Preparacion de las Muestras para el PCR
e Solucion de NaOH 200mM
e Agua destilada
e Buffer TE Tris HCI Invitrogen™ 10mM, EDTA
Invitrogen™
5.1.2.2.2. Preparacion del Master Mix
e Agua para PCR
o Buffer de reaccioén 10X Invitrogen Brasil
e Primer F 10uM Invitrogen™
e Primer R 10uM Invitrogen™
e MgCI2 50mM Invitrogen Brasil
e dNTPs 100mM Invitrogen™
e Tagq Polimerasa 5uM Invitrogen™
e Termociclador BIO-RADTM Thermal cycler
51.2.2.3. Gel de Agarosa
e Buffer TBE 1X Tris base Invitrogen™ 108g/L,
Acido bérico Amp™ 55g/L, EDTA Invitrogen™
7.44g/L
e UltraPure ™ Agarosa
e SyBR Safe ® DNA Gel Stain Invitrogen

e Camara de electroforesis Enduro Gel XL Labnet
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5.12.24. Buffer de Corrida
e UltraPure TM TRIS
e Acido Bérico Amp (All Molecular Grade)
e UltraPure™ EDTA
5.1.2.25. Preparacion para cargar las muestras
e 10X Blue JuiceTM Invitrogen
e Ladder 100pb Labnet
5.1.3. Anadlisis de la expresion de proteinas recombinantes
5.1.3.1.  Recoleccion del sobrenadante de las células Sf9 transfectadas
con el bacmid recombinante
e Tubos eppendorf de 1,5ml
o Pipetas desechables
o Parafilm
o Refrigerador 4°C Ecasa
5.1.3.2. Recoleccion de las células Sf9 transfectadas con el bacmid
recombinante
e Tubos eppendorf de 1,5ml
o Pipetas desechables
e Parafilm
e Cell scrapers Costar
e Tubos falcon de 15ml
e Centrifuga para tubos falcon del 15ml
e PBS1X
e Congelador -20°C Ecasa
5.1.3.3.  Amplificacion del virus con el sobrenadante de la transfeccion de
las células Sf9 con el bacmid recombinante
e Flask T-25 100% confluente
e Medio de cultivo SF 9000-11 (1X)
o Pipetas desechables
e Sobrenadante de la transfeccion
e Flasks T-25 Falcon

e [ncubadora 27°C Memert
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5.1.3.4.  Analisis mediante una electroforesis de proteinas SDS-PAGE
5.1.34.1. Preparacion de las muestras
e Muestra de sobrenadante de células Sf9 infectadas
e Muestra de células infectadas
o Buffer de carga 2X (0,125M Tris-HCI Invitrogen,
pH 6.8, 4% SDS; 20% Glicerol; 10% 2-p-
mercaptoetanol y 50pl azul de bromofenol 1%)
5.1.3.4.2. Preparacion del gel de poliacrilamida
e Agua destilada
e Mondmero (acrilamida y bei-acrilamida) 30%
Invitrogen
o Buffer de resolucién (1.5M Tris Invitrogen, pH 8.8)
e Buffer pre resolutivo (1.0M Tris Invitrogen, pH 6,8)
e SDS 10%
e Persulfato de amonio 10% BakerTM
e TEMED InvitrogenTM
e Isopropanol Merck™
5.1.3.4.3. Electroforesis de proteinas
e Equipo de electroforesis de proteinas SDS-PAGE
e Tank buffer 1X
e Fuente de poder Thermo Scientific
o Buffer de carga 2X (0,125M Tris-HCI, pH 6.8, 4%
SDS; 20% Glicerol; 10% 2-p-mercaptoetanol y 50l
azul de bromofenol 1%)
5.1.3.4.4. Tincion del gel con nitrato de plata
e Solucion de Fijado (50% etanol, 12% acido acético
Merck, 0,05% formaldehido BakerTM 35%)
e Solucién de Lavado (20% etanol)
e Solucidn de Sensibilizacion (0,02% tiosulfato de

sodio Panreac)



30

¢ Solucién de Tefiido (0,2% nitrato de plata Fisher
ScientificTM 2g/L, 0,076% formaldehido 35%
BakerTM)
e Solucion de Revelado (6% carbonato de sodio,
0,0004% tiosulfato de sodio Panreac, 0,05%
formaldehido 35% Merck)
e Solucion de Parada (12% acido acético Merck)
5.2. Métodos
5.2.1. Establecimiento del cultivo celular
5.2.1.1.  Medio para el cultivo de las células Sf9
El medio de cultivo utilizado para las células Sf9 fue el Sf-900™ II SFM Gibco Life
Technologies, el cual viene preparado en forma liquida. EI medio se conservd a 4°C. Se
realiz alicuotas del mismo para prevenir contaminaciones. Con este medio se preparé el
medio de mantenimiento el cual llevo, 5% de suero fetal bovino (FBS) HyClone y 1% de
antibiotico penicilina/estreptomicina SIGMA Life Science.
5.2.1.2.  Mantenimiento de las células Sf9
El medio de cultivo para el mantenimiento de las células fue Sf-900™ II SFM Gibco Life
Technologies con 5% de FBS HyClone y 1% de antibi6tico penicilina/estreptomicina
SIGMA Life Science.
Cada vez que las células consiguieron un 90-100% de confluencia, se les realiz6 un
subcultivo. Para esto, se pipeted con fuerza el medio contra las células con la finalidad de
levantarlas. Posteriormente se subcultivdé 1ml de la suspension de células en tres flasks T-25
nuevos y se afiadié 3 ml de medio de cultivo fresco. Los flask T-25 se incuban con un
volumen final de 4ml y los flasks T-75 con un volumen final de 12ml. Los flasks se
incubaron a 27°C.
52.1.3. Mantenimiento de un stock de células Sf9
La congelacion de las células se hace a partir de flasks 100% confluentes. Un flask T-25
(que contiene 7 millones de células aproximadamente) se congelé en un vial de 1,2 ml,
mientras que un flask T-75 (que contiene 12 millones de células aproximadamente) se
congel6 en dos viales 1,2ml.
El medio para congelacion consistié en 10% de DMSO con 90% de FBS.
Con ayuda de una pipeta, se levantd todas las células de los flask que se debian congelar.

Después se centrifugd la suspension de células durante 5 minutos a 1500rpm. Se descarto
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todo el sobrenadante y se resuspendié el pellet usando medio para congelar (1ml de medio
de congelacion por cada vial a congelar). Rapidamente se puso 1ml de suspension de células
en cada vial. Estos se colocaron en la caja de congelacion (caja de plastico cubierta con
espuma flex y con isopropanol hasta 1/3 de su volumen) y se congelaron a -80°C. Despues
de 24 horas, los viales se retiraron del congelador e inmediatamente fueron sumergidos en
nitrégeno liquido para su conservacion.
5.2.2. Establecimiento del Sistema bac to bac
5.2.2.1. Transfeccion de las células Sf9

Para la realizacion de la transfeccion se utilizo el protocolo de FectoFly™ (Polyplus, 2013)
el cual sera detallado en los siguientes parrafos.
De un flask T-25 100% confluente (aproximadamente 7x10° células), se retird todo el medio
de cultivo y se lo descartd. Se tom6 9,6ml de medio sin antibioticos y se levantd las células
del flask pipeteando fuerte. Se puso 1,6ml (2x10° células) de esta suspension de células en
4 pocillos del 6-well plate (para tener un control negativo mock y tres infecciones: una con
bacmid y dos con bacmid+VP1) y se incub0 a 27°C durante 2 horas.
Posteriormente, se descongeld las muestras de bacmid y bacmid + VP1. Se calcul6 las
concentraciones de ADN en cada muestra y se determiné la cantidad requerida de acuerdo
al protocolo, como se puede observar en la Tabla 1.
Siguiendo el protocolo (Anexo 4), se diluyd es tres tubos de 1,5 ml distintos:

- 3,75l de bacmid en 100ul de solucion NaCl 150mM,

- 12,2ul de bacmid + VP1-2 en 100pl de solucién NaCl 150mM y

- 3,6 2ul de bacmid + VVP1-5 en 100pl de solucién NaCl 150mM,
Ademaés, en un tubo de 1,5ml se diluyé 27 ul de FectoFly en 300ul de solucién NaCl
150mM.
Después, se afiadio:

- 100pI de la mezcla de FectoFly al tubo de la muestra bacmid,

- 100ul de la mezcla de FectoFly al tubo de la muestra bacmid + VP1-2 y

- 100pl de la mezcla de FectoFly al tubo de la muestra bacmid + VP1-5.
Se mezcld las muestras con un vortex por 10 segundos y se las incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos.
Una vez finalizada la incubacion de las células en el 6-well plate, se retir6 el medio de cultivo
de todos los pocillos, exceptuando el mock y se afiadio la solucion de transfeccion (FectoFly
con ADN) correspondiente a cada pocillo, gota a gota, sobre las células distribuyendo la
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mezcla de forma uniforme. Se incub6 el 6-well plate durante 4 horas, rotandolo cada 10
minutos para evitar la deshidratacion de las células. Posteriormente, se desechd la solucion
de transfeccion y se puso 2 ml de medio de mantenimiento. Se incubd 72 horas a 27°C.
5.2.2.2. Analisis de la transfeccion por PCR

5.2.2.2.1. Recoleccion de sobrenadante y células transfectadas
Después de 72 horas de haber realizado la transfeccion, se verificd que la morfologia de las
células transfectadas con bacmid recombinante haya cambiado de redondas pequefias a
ovaladas grandes y que algunas de las células se hayan despegado del fondo del pocillo, lo
que indicd que las mismas fueron infectadas con éxito.
Se extrajo 1,5ml del medio de cada pocillo y se puso en un tubo eppendorf. Ademas, se
despego las células de la superficie del pocillo con un scraper y se recogieron en otro tubo
eppendorf. Estos tubos fueron centrifugados a 1500rpm durante 8 minutos. El sobrenadante
se recogio en un solo tubo de 1,5ml, se sell6 con parafilm y se almacen6 a 4°C. El pellet de
células se resuspendio en 200ul PBS 1X vy se dividié en 4 alicuotas que se almacenaron a -
20°C.

5.2.2.2.2. Lisis de las células para el andlisis del ADN
Se alicuot6 30ul de cada una de las muestras recolectadas (células y sobrenadantes de la
transfeccién) en tubos eppendorf de 1,5ml. Se afiadi6 en cada tubo 50ul de solucién NaOH
200mM y 100ul de agua destilada. Se mezcld bien y se llevé a ebullicion durante 10 minutos.
Se enfri6 los tubos a temperatura ambiente y se agreg6 50ul de buffer TE.

5.2.2.2.3. Preparacion del Master Mix
Se prepar6 el mastermix en un tubo eppendorf de 1,5ml siguiendo las cantidades y
concentraciones especificadas en la Tabla 2. Se llevd los tubos al termociclador BIO-
RADTM Thermal cycler y se program0 las condiciones para PCR especificadas en la Tabla
3. Se almacend los tubos a 4°C para su posterior analisis.

5.2.2.2.4. Gel de Agarosa
Se prepar0 un gel de agarosa al 1,5% para lo cual se pesé 0,759 de UltraPure TM Agarosa y
se disolvié en 50ml de TBE 1X en el microondas hasta que la solucion fuera totalmente
transparente. Inmediatamente, se puso 2ul de SyBR Safe ® DNA Gel Stain en la solucion,
se mezclo y vertio sobre el molde y se puso la peinilla. Se dej6 enfriar durante 30 minutos

en la refrigeradora en ausencia de luz.
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5.2.2.25. Buffer de Corrida
Se prepar6 una solucion stock de TBE concentrada (5X). Para esto, se pesé 54g de UltraPure
TM TRIS y 27,59 de acido borico amp (All Molecular Grade) y se disolvié en 800ml de
agua. Se agreg6 20 pl de una solucion de EDTA 0,5M pH 8. Se aforé hasta 1 litro con agua
destilada.
Para usar, la solucion stock se diluyd hasta una concentracion 1X.

5.2.2.2.6. Electroforesis en agarosa
Se mezcld 15ul de muestra y 4l de blue juice, y se carg6 19ul por cada pocillo.
Finalmente se cargd 5l de ladder de 100pb de la marca Labnet en un pocillo. Se corri6 la
electroforesis durante 45 minutos a 100 voltios.

5.2.3. Infeccion de células Sf9 con el bacmid recombinante
5.2.3.1. Amplificacion del virus recombinante obtenido en la
transfeccion
Una vez realizada la transfeccion, se utilizé el sobrenadante de la misma para amplificar el
baculovirus que contiene VP1. Para este propdsito, a un flask T-25 100% confluente se le
retir6 todo el medio de cultivo y con 3ml de medio de cultivo fresco se resuspendi6 todas las
células pipeteando con fuerza.
En tres flasks nuevos se colocd 0,9ml de la suspension de células (3x10° cél/ml) y se afiadid
2ml de medio fresco y se incubo durante 1 hora a 27°C.
Después se removio todo el medio. Se tom6 500ul del sobrenadante de la transfeccion y se
colocé en cada uno de los flasks. Se incubd los tres flasks durante 2 horas con agitacion.
Posteriormente, se removio el medio y se colocé 4ml de medio nuevo en cada uno de los
flasks y se incubd a 27°C durante 96 horas.
5.2.3.2. Infeccidn de células Sf9 con el virus amplificado
Se levanto las células de dos flasks T-25 100% confluentes con 3ml de medio fresco cada
uno. En cinco flasks nuevos se depositd 0,9ml de la suspension de células (3x108 cél/ml), y
se afladié 2ml de medio fresco. Se incubo durante 1 hora a 27°C.
Después, se removid todo el medio. Se tomé 500pl del virus amplificado y se coloc6 en cada
uno de los 4 flasks tratamiento, mientras que el control negativo mock se conservo sin el
virus. Se incubo los cinco flasks durante 2 horas en agitacion. Pasado este tiempo, se removio

el medio y se coloco 4ml de medio nuevo en cada uno de los flasks. Se los incub6 a 27°C.



34

5.2.3.3.  Recoleccién de células y sobrenadantes de la infeccién
Se colecto las células y sobrenadantes de la infeccion cada 24 horas durante 4 dias (Un flask
cada dia). Para la recoleccion, se us6 el mismo protocolo de la seccion 5.2.2.2.1.
Asi, se tuvo muestras de células y sobrenadantes de la infeccion colectadas 24, 48, 72 y 96
horas post infeccion (hpi), ademas de las células y sobrenadantes del control negativo mock.

5.2.4. Andlisis mediante una electroforesis de proteinas SDS-PAGE

5.2.4.1. Preparacion de las muestras
Las muestras analizadas fueron: Células mock, 24hpi, 48hpi, 72hpi, 96hpi y sobrenadantes
mock, 24hpi, 48hpi, 72hpi, 96hpi.
Tanto las muestras de sobrenadante de la infeccion como de las células infectadas se llevaron
a temperatura ambiente. Se alicuotd en tubos eppendorf de 1,5ml, 25ul de cada muestra y
25l de buffer de carga 2X. Estos tubos se llevaron a ebullicién durante 10 minutos.

5.2.4.2. Preparacion del gel de poliacrilamida
Se limpid los vidrios de la camara con etanol al 70%. Se sell6 la parte inferior con un gel de
agarosa 1%, preparado con 0,2g de agarosa y 20ml de agua destilada.
Se prepard el gel resolutivo de poliacrilamida mezclando: 1,7ml de agua destilada, 2ml del
monomero (acrilamida y bis-acrilamida) 30%, 1,25ml de buffer de resolucion (1.5M Tris,
pH 8.8), 50ul de SDS 10%, 50 pl de persulfato de amonio 10%, y 5ul de TEMED. Se llen6
%, del espacio entre los vidrios y finalmente se colocd una capa de isopropanol. Se dejo
polimerizar durante 20 minutos y se retird el isopropanol.
Se prepard el gel pre resolutivo de poliacrilamida, mezclando 1,5ml de agua destilada, 325pl
del mondmero (acrilamida y bis-acrilamida) 30%, 625ul de buffer pre resolutivo (1.5M Tris,
pH 8.8), 25ul de SDS 10%, 75ul de persulfato de amonio 10%, y 5ul de TEMED. Se llen6
el espacio entre los vidrios con el gel y rapidamente se coloco la peinilla. Se dejo6 polimerizar
durante 2 horas al menos.

5.2.4.3. Electroforesis de proteinas
Se coloco el gel dentro de la camara de electroforesis y se la llend con Tank buffer 1X. Se
corrid el gel durante: 20 minutos a 50 voltios y 20mA,; y luego durante 90 minutos a 225

voltios y 50mA.



35

5.2.4.4. Tincion del gel con nitrato de plata

Se colocé el gel en un recipiente plastico completamente limpio y se lo cubri6 con la solucion
de fijado durante 2 horas manteniéndolo en movimiento. Después se descartd toda la
solucion de fijado y se cubrio el gel con solucion de lavado durante 20 minutos en
movimiento continuo. Se descartd esta solucion y se puso la solucion de sensibilizacion
durante 2 minutos. Se descarto. Se hizo 2 lavados seguidos con agua destilada, cada uno con
una duracion de un minuto. Inmediatamente se sumergid el gel en la solucion de tincidn que
estaba a 4°C, durante 20 minutos. Esta solucion se descartd en un recipiente de vidrio para
desechos. Se hizo dos lavados mas con agua destilada, cada uno durante 40 segundos.
Posteriormente, se enjuago el gel con solucién de revelado y se descart6 esa solucién. Luego
se puso 150ml de solucion de revelado sobre el gel durante 3,5 minutos o hasta que las
bandas se tifieran de color café, e inmediatamente, sobre la solucion de revelado, se afiadio
25ml de solucién de parada.

Las bandas se pudieron observar a simple vista.



36

6. RESULTADOS
6.1. Establecimiento del cultivo celular de Sf9
El establecimiento del cultivo de células de insecto (linea celular Sf9) fue exitoso. Las
células crecieron en medio SF-900 Il, 1% de penicilina/estreptomicina y 5% de suero fetal
bovino durante la fase de adaptacién al cultivo en monocapa. Después se las cultivo en el
medio ESF-921 puro con el propdsito de facilitar el analisis de la expresion de proteinas y
evitar que las proteinas que corresponden al FBS interfieran con la identificacion de las
proteinas expresadas por las células.
Se determino que la cantidad ideal de medio para que las células crezcan bien es 4ml en un
flask T-25 como se puede ver en la Figura 1a. En la Figura 1b se puede observar las células
Sf9 que crecieron adheridas a la superficie del flask con la morfologia deseada: pequerias,
forma esférica, regulares y uniformes.
El 100% de confluencia de un flask T-25 (7 millones de células), se logré luego de 4 dias de
incubacién a 27°C. En un flask T-75, la confluencia (12 millones de células) se logré en 7
dias. La confluencia total del flask se da cuando las células cubren por completo la superficie
como se puede observar en la Figura 2.
6.2. Establecimiento del Sistema bac to bac
6.2.1. Aislamiento del bacmid a partir de las bacterias competentes E. Coli
DH10Bac™
Las bacterias E. Coli DH10Bac™ que fueron transformadas con el bacmid recombinante
que contenia el inserto VP1 (Palacios et. al., 2013) se lisaron y el bacmid fue extraido. La
presencia del bacmid se verificd mediante una electroforesis en agarosa como se observa en
la Figura 3. Ademas mediante PCR con primers especificos para VP1 (Palacios, et. al., 2013)
(Anexo 5), también se verificd que el inserto estuvo presente (Figura 3).
Para comprobar que el fragmento VP1 estaba insertado en el lugar correcto, se hizo un PCR
en la zona de transposicion del pFastBac. Para esto se utilizo primers M13 (Invitrogen, 2010)
(Anexo 6) que son flanqueantes de la zona miniattTn7 (Invitogen, 2010) (Anexo 7). Se
observo una banda con un tamafio de 2942pb que se muestra en la Figura 4. Esta banda
corresponde a las regiones del bacmid flanqueantes a la zona miniattTn7 (2300pb) mas el
tamario del fragmento VP1 (642pb). Este resultado indica que la transposicion de VP1 se dio

en el lugar correcto del bacmid.
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6.2.2. Transfeccion de las células Sf9

Las celulas Sf9, fueron transfectadas con 3 muestras distintas: una muestra de bacmid no
recombinante (bacmid) y dos muestras de bacmid recombinante con VP1(bacmid + VP1-2
y bacmid + VVP1-5). Ademas hubo un control negativo de la transfeccion, llamado mock, que
consiste en las células Sf9 a las que no se les agreg6 FectoFly+ADN.
La transfeccion fue comprobada con el cambio en la morfologia de las células transfectadas
versus el control negativo o mock. Las células transfectadas mostraron, a partir de las 48
horas post transfeccion, una forma alargada u ovalada y un mayor tamafio (Figura 5). En
adicion a estas caracteristicas, las células transfectadas crecieron en menor cantidad que las
celulas mock.

6.3. Infeccion de células Sf9 con el virus amplificado
La infeccidn se hizo en 4 flasks diferentes para comprobar las diferencias en la morfologia
de las células después de 24hpi, 48hpi, 72hpi y 96hpi. En la Figura 6, se observa que al pasar
el tiempo de exposicion de las células al virus, las células aumentan su tamafio y ademas el
namero de células decrece. Esto indico que la infeccion fue exitosa.
Las células y sobrenadantes de cada flask (mock, 24hpi, 48hpi, 72hpi y 96hpi) fueron
recolectados y se después de lisarlos, se hizo un PCR en busqueda del inserto VP1. En la
Figura 7 se evidencia que las muestras de células infectadas y los correspondientes
sobrenadantes amplificaron el segmento VP1. Se consiguié amplificar el fragmento
esperado.

6.4. Analisis de la expresion de la proteina VP1 mediante una electroforesis SDS-

PAGE

Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE con las muestras de mock y sobrenadantes de las
mismas muestras analizadas por PCR (mock, 24hpi, 48hpi, 72hpi y 96hpi).
La banda esperada correspondiente a VP1, deberia estar situada en un peso de 12kDa
(Nagarajan, et. al., 2008).
En la Figura 8, se observa el gel de acrilamida tefiido con azul de coomasie en donde no se
pudo notar una diferencia significativa entre las proteinas del mock y las de las células
infectadas. Ademas, la proteina VP1, que deberia expresarse en grandes cantidades no se
pudo apreciar como una banda fuerte en el gel, por lo que se preve que esta no esta siendo
expresada por las células o que, de estarlo las concentraciones son muy bajas.
Se hizo el mismo ensayo de SDS-PAGE con células cultivadas en medio ESF-921 sin

proteinas, para eliminar del analisis las proteinas correspondientes al suero fetal bovino
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(resultado no mostrado), pero al no encontrar presencia de bandas, se procedio a hacer una
tincion con nitrato de plata, cuyo margen de deteccion es entre 50 y 100 veces mayor al del
azul de Coomasie (Simpson, 2007).

En la Figura 9, se muestra el gel de poliacrilamida tras el proceso de tefiido con nitrato de
plata. En este gel, se corrié las muestras de las infecciones en células Sf9 que crecieron en
medio SF-9000 adicionado con FBS.

La presencia de la proteina VP1 se esperaba en las muestras de células infectadas o de
sobrenadantes de las infecciones, pero no en el mock. Sin embargo, no se pudo observar una
diferencia clara entre las bandas presentes en el mock y las células infectadas. La gran
cantidad de proteinas del FBS del medio form6 manchas en las muestras de sobrenadantes.
En la Figura 10 se muestra un gel de SDS-PAGE con las muestras de células infectadas
cultivadas en medio ESF-921 sin proteinas, tefiido con nitrato de plata. En esta imagen,
tampoco se puede notar diferencia entre el mock y las células infectadas.

Se considerd la posibilidad de que la proteina VP1 pudiera secretarse al medio extracelular,
por lo que los sobrenadantes de las células fueron analizados también mediante un SDS-
PAGE con tincion con nitrato de plata. En este caso, se esperaba encontrar una sola banda
de 12kDa, debido a que el medio de cultivo de las células no contenia proteinas y tampoco
fue adicionado con FBS. En la Figura 11 no se observa ninguna banda, lo que quiere decir

que no hay ninguna proteina presente en el medio exracelular.
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7. DISCUSION:

La expresion de proteinas recombinantes en lineas celulares constituye un enorme avance
en la ciencia y en la industria. Sus multiples aplicaciones convierten las técnicas de expresion
proteica en prioridades de investigacion (Pontén, et. al., 2009). El sistema de expresion Bac
to Bac tiene una ventaja fundamental que es la alta expresion de proteinas recombinantes
debido a que se basa en una transposicion direccionada de gen(es) de interés bajo la
expresion de un promotor muy fuerte del baculovirus (Invitrogén, 2010). Ademas el sistema
Bac to Bac cuenta con varias ventajas dentro del manejo en el laboratorio que lo convierten
en un método mas seguro de generacion de proteinas que el uso de lineas celulares de
mamifero o que métodos tradicionales de cultivo de microorganismos completos en el
laboratorio (Stacey y Possee, 1996).

Este trabajo consistio en el establecimiento del sistema de expresion Bac to Bac para la
generacion de la proteina inmunogénica VP1 de la fiebre aftosa. De acuerdo a este propdsito,
se inicio con el establecimiento de un cultivo celular Sf9 de insecto, derivado de un cultivo
primario de células de la especie Spodoptera frugiperda y con la extraccién de un bacmid
construido previamente (Palacios, et. al., 2013), que contenia el gen VP1 proveniente de la
capside del virus de fiebre aftosa.

Este bacmid fue utilizado para la creacion de un baculovirus recombinante capaz de infectar
celulas Sf9 para el andlisis de la expresion de VP1.

El establecimiento de un cultivo celular requiere, fundamentalmente, el manejo de un
ambiente estéril ya que las lineas celulares son altamente susceptibles a contaminacién con
virus y bacterias. Por esta razén, todo el trabajo se realizd en una cabina de seguridad
bioldgica nivel 2. La recuperacion inicial de las células Sf9 se hizo con el medio SF-9000
complementado con 5% de FBS que promueve el crecimiento celular y 0,5% de antibiético
(penicilina/estreptomicina) que se utiliza para evitar contaminaciones con bacterias gram+
y gram- que puedan introducirse por el manejo del cultivo. Esta combinacidn de antibidticos
se ha definido para celulas de insecto Sf9 basandose en el grado de citotoxicidad de los
antibidticos y la respuesta celular al mismo (Vitrocell, 2009).

La creacion de un stock de células congeladas es muy importante para tener siempre
disponibles células viables y jovenes. La eficiencia de las infecciones y transfecciones
hechas en células disminuye a medida que las células tienen un ndmero de pasaje o

subcultivo mayor, por el envejecimiento del cultivo celular (Invitrogen, 2010). El proceso
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de congelamiento celular se hizo con células que estuvieran bajo el pasaje 12 (con menos de
12 subcultivos) para asegurar la viabilidad posterior de las células.

La congelacion se hizo utilizando DMSO 10% que es un crioprotector que permite que las
células se congelen sin formar cristales que podrian lisar las membranas celulares causando
la muerte (ATCC, 2010). Existen otros tipos de crioprotectores como el glicerol o
propanediol. Sin embargo, basandose en el perfil biofisico de las células Sf9 obtenido con
ensayos de permeabilidad y volumen osmoticamente inactivo con diferentes
criopreservantes, se ha determinado que el DMSO es el crioprotector que funciona mejor
(Avila-Portillo, et. al., 2006). Un problema del DMSO es que a temperaturas ambientales,
es toxico para las células cuando se encuentra en una concentracién mayor a 0,1% (ATCC,
2010). Por eso, la descongelacion de las células es un proceso que debe ser hecho con gran
rapidez.

Inicialmente, el uso de penicilina/estreptomicina fue necesario para evitar contaminaciones,
sin embargo, al aumentar el nivel de experticia en el manejo de la técnica aséptica, el uso del
antibidtico no fue necesario. La contaminacién por bacterias o levaduras se puede observar
al microscopio como manchas entre las células y se puede confirmar con una tincion gram.
Una vez que un cultivo celular se contamina, este debe ser desechado.

Las células Sf9 son fuertes por lo que pueden crecer durante 4-6 dias sin necesidad de un
pase. Sin embargo, se observo que cuando las células se mantienen en el medio durante 6 a
7 dias, luego del subcultivo el crecimiento es lento. Este fendmeno se debe a que las células
alcanzan la fase estacionaria de crecimiento alrededor de los 5 dias de cultivo (Novagen,
2002). Al ser subcultivadas en fase estacionaria, las células necesitan de una fase lag de
adaptacion mas larga que cuando son subcultivadas en fase de crecimiento exponencial. Para
que las transfecciones sean exitosas, es recomendable que las células se hayan mantenido
siempre en fase logaritmica o exponencial, por lo que, los pases se hicieron cada 4 dias hasta
que alcanzaran la confluencia del flask como se muestra en la Figura 2.

En la Figura 3 se puede observar que el gen VP1 esta presente en el bacmid. Ademas, en la
Figura 4 se confirmd la correcta insercion de este gen el en el bacmid, al amplificar la region
del bacmid en la que se insertd el gen. Esta zona, como se puede observar en el Anexo 7,
contiene el inserto y ademas las regiones flanqueantes de la zona miniattTn7 que es en donde
ocurre la transposicion. De acuerdo a estos resultados, el vector bacmid recombinante esta

en buenas condiciones para ser transfectado en las células Sf9. Si este vector bacmid llega
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al nucleo de las células Sf9, su ADN deberia ser transcrito al mismo tiempo que el ADN
celular y por tanto la traduccién de la proteina VVP1 deberia ocurrir.

El bacmid, a diferencia del baculovirus, no tiene capacidad infectiva autonoma, por lo que
la infeccidn de las células Sf9 no es posible de forma natural (Invitrogen, 2010), es por esto
que se requiere una transfeccion que consiste en la introduccion de ADN o ARN foréneo en
una célula mediante métodos quimicos o fisicos como la electroporacion o la lipofeccion
(Life Technologies, 2015). En este caso, se utilizd esta ultima (Anexo 8), como opcidn para
la transfeccion del bacmid en las células de insecto Sf9, utilizando el agente FectoFly™
(Anexo 9). La verificacion de la transfeccion se hizo basandose en la morfologia celular. En
la figura 5, se observa claramente que las células transfectadas son muy diferentes de las no
transfectadas. Las células alargadas y heterogéneas en el cultivo, ademéas de células
levantadas del flask indican que la transfeccién fue exitosa. Esta diferencia morfoldgica es
la Unica prueba del éxito de la transfeccion en este punto, por lo que es muy importante
diferenciar las células grandes y alargadas que demuestran transfeccion de las células mock
que son pequefas y circulares (Life Technologies, 2015).

El bacmid se reproduce en la célula Sf9 transfectada, y se libera al medio extracelular,
particulas viricas que pueden ser recolectadas en el sobrenadante de la transfeccion. Este
medio contiene estas particulas virales en cantidades muy bajas. Por esta razon, el virus debe
ser amplificado para contar con una concentracion mayor de particulas virales infectivas
(Invitrogen, 2010).

Es importante tener en cuenta que la replicacién continua del virus en una linea celular
genera mutaciones en la secuencia del mismo que pueden llegar a tener repercusiones en la
expresion de la proteina de interés resultando en un mal plegamiento o incluso en la ausencia
de expresion (Li, et. al., 2008). La amplificacién se hizo una sola vez y el virus se almacend
a 4°C en ausencia de luz. Este virus no debe ser congelado porque la continua congelacion
y descongelacion altera la integridad del ADN (Invitrogen, 2010).

Una vez el virus fue amplificado, los ensayos de infeccion se realizaron para analizar la
expresion de la proteina VP1. El ensayo de infeccion se hizo colectando células y
sobrenadantes cada 24 horas durante 96 horas. La eleccion de 96 horas de ensayo se basa en
que se conoce que la mayor cantidad de proteinas secretadas al medio extracelular es
evidente entre las 30 y 72 horas post infeccion y que las proteinas intracelulares se producen
entre las 24 y las 96 horas post infeccion (Terpe, 2006). Al hacer el ensayo de infeccién y
recolectar tanto células como sobrenadantes a las 24, 48, 72 y 96 horas post infeccion, se
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contempld todas las posibilidades de expresién de la proteina. Es importante en este punto
tener en cuenta que las células secretan proteasas al medio extracelular y que si la proteina
de interés es secretada y mantenida durante mucho tiempo sin colectar, estas proteasas
podrian degradarla (Nagarajan, et. al., 2008). En el trabajo de Gotoh, et., al (2001), se reporta
que la actividad proteolitica intracelular y extracelular en cultivos de células de insecto Sf9
y la potencial necesidad de agregar inhibidores proteoliticos al medio de cultivo para mejorar
la produccion de proteinas recombinantes.

La infeccion se controlé observando la morfologia de las células, al igual que en la
transfeccion. En la Figura 6 se puede observar el cambio en la morfologia y en la densidad
de células en las distintas horas post infeccion (hpi).

Los signos de infeccion celular varian entre lineas celulares o inclusive denro de la misma
linea celular. En la etapa temprana (24 hpi), las células podrian mostrar un ligero crecimiento
mayor al normal (Invitrogen, 2010), aunque en la Figura 6a, las células no se ven muy
distintas de las células no infectadas. En la etapa tardia que va desde las 24 hpi hasta las 72
hpi, se puede apreciar la mayoria de cambios: las células dejan de multiplicarse, su diametro
aumenta y el nucleo de las células ocupa casi todo el interior de estas. Esta ultima
caracteristica de las células infectadas se relaciona con el hecho de que el ADN foraneo debe
ingresar al nucleo y, al estar el gen precedido por un promotor fuerte, la transcripcion del
mismo se da en grandes cantidades (Nagarajan, et. al., 2008). Incluso se puede ver que las
células empiezan a despegarse de la superficie del flask, lo que se puede explicar por la
muerte celular debida a la infeccién (Invitrogen, 2010).

La etapa de infeccion muy tardia, pasadas las 96 hpi, es la etapa de lisis celular.

Todas las etapas de la infeccion se pudieron observar durante las 96 horas del ensayo de
infeccion de las células Sf9 (Figura 6), indicando que este ensayo fue exitoso.

Ademas de la observacidn de la citopatologia de las células, un analisis indispensable fue la
amplificacion positiva por PCR de VVP1 (Figura 7), lo que evidencio una vez mas que tanto
la transfeccion, como la amplificacion y la infeccion de células se llevaron a cabo.

La proteina VP1, es una proteina estructural de la capside del virus de la fiebre aftosa que
tiene un tamafio de 12kDa (Nagarajan, 2008). Para el andlisis de su expresion se hizo una
electroforesis de proteinas SDS-PAGE. Esta técnica consiste en la desnaturalizacion de las
proteinas con un buffer que contiene b-mercaptoetanol y SDS. EI b-mercaptoetanol rompe
los puentes disulfuro de las proteinas y de esta manera permite que se desdoblen hasta su
estructura linear. EI SDS que es un detergente catidénico que carga negativamente todas las
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proteinas sin importar los aminoécidos que las conformen para que estas migren a través del
gel de acrilamida conforme a su peso molecular (Garcia, 2000).

La banda esperada deberia estar entre 14,8kDa y 6kDa, de acuerdo al ladder usado (Life
Technologies, 2015). La electroforesis de proteinas es probablemente uno de los métodos
mas importantes para el analisis de proteinas que existe y por lo tanto, su uso es valido. Sin
embargo hay que tener en cuenta que la Unica informacién que provee es la del tamafio de
la proteina, mas no la naturaleza de la misma ni la eficacia biologica que esta pueda tener
(Garcia, 2000).

Cuando las muestras de células infectadas que crecieron en medio adicionado con FBS
fueron corridas en el gel de acrilamida y posteriormente tefiidas con azul de coomasie,
(Figura 8), se revelo una gran cantidad de proteinas. No obstante, ninguna diferencia
sustancial entre la muestra de control negativo mock y las infecciones pudo apreciarse. ES
posible que las proteinas de las células o del FBS coincidan con el tamafio de la proteina
VP1 y que por esta razén no se pueda visualizar una banda Unica correspondiente a las
células Sf9 infectadas.

Debido a la posibilidad de que la proteina se exprese en cantidades bajas, se decidié utilizar
un tipo de deteccidn de proteinas altamente sensible que es la tincién con nitrato de plata
(Chevallet, et. al., 2007). La tincién con nitrato de plata puede tefiir proteinas que estan en
concentraciones en el rango de nanogramos con el fundamento de que los iones de plata se
unen a las proteinas (Chevallet, et. al., 2007).

De la misma forma en las Figuras 9 y 10 no hay diferencias entre las células infectadas y el
control negativo mock, por lo tanto se debe considerar dos posibilidades: La primera es que
la proteina se esté expresando en cantidades bajas y que las células tengan proteinas de
tamafios similares por lo que la visualizacion de la proteina no es clara. La segunda
posibilidad es que la proteina no se esté expresando.

En el caso de que la proteina se esté expresando en bajas cantidades y no pueda ser observada
claramente, se debe ligar la expresion baja de la proteina de interés con la concentracion de
virus utilizada. La concentracion del virus o MOI (multiplicity of infection) es la tasa de
particulas virales infectivas por cantidad de células que pueden ser infectadas (Invitrogen,
2010).

Si el MOI hubiera sido muy bajo, la cantidad de células infectadas habria sido baja también
y a pesar de que en la amplificacion por PCR el inserto pueda ser visualizado, la cantidad de
células infectadas que producen la proteina podria ser demasiado bajo para su deteccion en
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la SDS-PAGE. De la misma forma, si el MOI es demasiado alto, la infeccidn se puede ver
inhibida por exceso de virus que infectan la célula y la matan la célula antes de que se
produzca la expresion de la proteina (Invitrogen, 2010).

Otra explicacion es que la proteina VP1 no se esté expresando a pesar de que el gen VP1
esta presente en las muestras La posibilidad de que una mutacion se haya introducido durante
el clonaje del inserto en el vector, debe ser considerada. En Gorben, et. al., 2003, se describe
la posibilidad de mutaciones en vectores bacmid que puedan repercutir en la expresion final
de la proteina recombinante en un sistema Bac-to-Bac. Por esta razon, para investigaciones
posteriores, se debe hacer una secuenciacion del fragmento amplificado con los primers M13

analizar si existe alguna mutacion que impida la traduccion correcta de la proteina VP1.
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8. CONCLUSIONES

>

El establecimiento del cultivo celular de la linea Sf9 se realiz6 con éxito. logrando
un cultivo de células en estado de crecimiento logaritmico sin necesidad de
complementar el medio con suero fetal bovino ni antibioticos.

Se establecid un stock con 8 viales de células congeladas en pases inferiores al 12.
La transfeccion de células con el agente FectoFly se logré y la comprobacion por
método de observacion de morfologia celular fue util para la identificacion de células
transfectadas. La infeccion de células Sf9 fue comprobada mediante PCR y se
concluye que estas fueron infectadas con el inserto.

El analisis de proteinas con electroforesis SDS-PAGE, no fue completamente
concluyente, puesto que no se pudo identificar con certeza la banda correspondiente

a la proteina VP1.
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9. RECOMENDACIONES

>

Se recomienda hacer una titulacion del virus mediante un ensayo de placa, después
de la transfeccion, para determinar la cantidad de particulas virales infectivas que
hay en el sobrenadante de la transfeccidn y realizar una infeccion con concentracion
conocida del virus.

Debido a que la secuenciacion utilizada para el analisis de VVP1 no tuvo la calidad
deseada, se recomienda hacer una nueva secuenciacion de la region de insercion
dentro del bacmid, usando los primers M13 y analizar si existen codones de stop.
Para la confirmar la identidad de la proteina expresada, se recomienda analizar la
unién de esta proteina con anticuerpos especificos contra VP1.
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11. TABLAS

Tabla 1: Célculo de la cantidad de FectoFly a usar para la transfeccion

Muestra Concentracion de Cantidad a usar para 9ul de
la muestra FectoFly

Bacmid 2,4 pg/ul oul

bacmid + VP1-2 | 740 ng/ul 12,6 pl

bacmid + VP1-5 | 2,5 ug/ul 3,6 ul

Tabla 2: Preparacion del master mix para amplificacion por PCR de VP1

Reactivo Volumen para 1 muestra (pl)
Agua para PCR 16,55

Buffer de reaccion 10X Invitrogen Brasil | 2,5

Primer F 10uM 1,25

Primer R 10puM 1,25

MgCl2 50mM Invitrogen Brasil 0,75

dNTPs 100mM 0,5

Taqg Polimerasa 5U/ul 0,2

Tabla 3: Condiciones para la amplificacion por PCR de VP1

Temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion inicial | 95°C 2 min
Desnaturalizacion 95°C 15seg | 30ciclos
Annealing 60°C 15 seg
55°C 15 seg
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 7 min

50



o1

12. FIGURAS

Figura 1: a. Flask T-25 para el crecimiento de las células Sf9 con 4ml de medio de cultivo.
b. Células Sf9 crecidas en monocapa.

Figura 2: Celulas Sf9 que han alcanzado el 100% de confluencia en el crecimiento en

monocapa.

Ladder Bacmid
100pb +vpl PCR Vp1

Bacmid

600pb

Figura 3: Extraccion de bacmid y verificacion de la presencia de VP1
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Bac+Vvpl

Bacmid + Vp1
2942pb

1000pb
700pb

500pb

250pb

Figura 4: PCR confirmatorio de la insercion de VP1 en el lugar correcto del bacmid.

a.
Figura 5: Comparacion morfoldgica de las células transfectadas VS las no transfectadas.
a. Céluas transfectadas 48h post-transfeccion.

b. Mock- control negativo: Células no transfectadas 48h.

Figura 6: Comparacion morfoloogica de células infectadas. Células Sf9 infectadas luego
de: a. 24 horas, b. 48 horas, c. 72 horas y d. 96 horas.
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S00pd —p

100pd

Figura 7: PCR de VP1 en muestras de células y sobrenadantes. Orden de carga de
pocillos de izquierda aderecha: 1) Ladder 100pb Invitrogen, 2) Control positivo, 3)
Control negativo, 4) Mock células, 5) Células luego de 24h de infeccién, 6) Células luego
de 48h de infeccion, 7) Células luego de 72h de infeccidn, 8) Células luego de 96h de
infeccion, 9) Mock sobrenadante, 10) Sobrenadante luego de 24h de infeccion, 11)
Sobrenadante luego de 48h de infeccidn, 12) Sobrenadante luego de 72h de infeccidn,

13) Sobrenadante luego de 96h de infeccion.

14,8500 »
XDy

Figura 8: SDS-PAGE de células cultivadas en medio SF-9000 con FBS, con tincion de azul

de coomasie. Muestras de los pocillos de izquierda a derecha: 1) Benchmarck protein ladder
(7ul), 2) Células MOCK, 3) Células 24 horas postinfeccién, 4) Células 48 horas

postinfeccion, 5) Células 72 horas postinfeccion, 6) Celulas t 96 horas postinfeccion
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Ladder Mock Cela8h Cel72h  Cel96h sob4gh  Sob72h Sob 96h

64,2kDa ¢

14,8kDa
6kDa

Figura 9: SDS-PAGE de células cultivadas en medio SF-9000 con FBS con tincionde nitrato
de plata. Muestras de los pocillos de izquierda a derecha: 1) Benchmarck protein ladder
(7ul), 2) Células MOCK, 3) Células 48 horas postinfeccion, 4) Celulas 72 horas
postinfeccidn, 5) Células 96 horas postinfeccion, 6) Sobrenadante 48h post transfeccion, 7)

Sobrenadante 72h post transfeccion, 8) Sobrenadante 96h post transfeccion

64,2kDa

37, 1kD.

6kDa

Figura 10: SDS-PAGE de células cultivadas en medio ESF-921 sin proteinas, con tincionde
nitrato de plata. Muestras de los pocillos de izquierda a derecha: 1) Benchmarck protein
ladder (7ul), 2) Células MOCK, 3) Células 24 horas postinfeccion, 4) Células 48 horas

postinfeccidn, 5) Células 72 horas postinfeccion, 6) Células 96 horas postinfeccion
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64,2kD

Figura 11: SDS-PAGE de sobrenadantes con tincidnde nitrato de plata. Muestras de los
pocillos de izquierda a derecha: 1) Benchmarck protein ladder (7ul), 2) Sobrenadante
MOCK, 3) Sobrenadante 24 horas postinfeccién, 4) Sobrenadante 48 horas postinfeccion, 5)
Sobrenadante 72 horas postinfeccion, 6) Sobrenadante 96 horas postinfeccion.
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13. ANEXOS
Aniibody Pharmaceutical Host
Antigen Type Target Plant Reference
Streptococcal Secretory Tooth decay N fohacum Ma et al_, 1995
surtace antigen Iz AN
5A 11
Herpes simplex leli Microbicide for i max Zeitlin et al., 199%Ea;
wirus 2 genital herpes ) sariva Lerthn et al., 19%95b
ghyvcoprotein B
Tobacco mos=aic Bispecific Model bispecific N. fobacum Fischer et al., 19499
virus coat proteins scFv -5¢ Fv molecule
Human creatine Fah Meurone and rheumatic A. thaliara Peeters et al., 2001
kinase-MM discases
Human habody Tumor imaging for N, fobacum Vaguero et al., 2002
carcinoembryonic colorectal, lung, breast,
antigen (CEA) and pancreatic carcinomas
Human Iglil Alloimmunization, A. thaliana Bougquin et al., 2002
rhesus [ haemolytic discase of
newhbom
Human chomomnic scFw, Magnostic and therapeutic N. rohacum Kathura et al.,
gonadotropin diabody for HOG-expressing 2002
{HCG) and Iglsl CANCErs O a5 contraceptive
Tumaor surface scFv Therapeutic vaccine for N benthamiana McCormick et al.,
antigen non-Hodgkin's lymphoma 2003, 2008
Rabies vimus lels Rabies vins N fohacum Ko et al., 2003
Herpes simplex LS Grenital herpes diagnostics C. reinhardnii  Maytield et al., 2003
virus (IgA type)
glycoprotemn D
Human epidermal lels Therapeutics for refractory £ mays Ludwig et al., 2004
growth factor colorectal cancer {com seeds)
receptor
Hepatitis B lels Hepatitis B virus intections N fobacum Yano et al., 2004
surface antigen BY2 cells
Protective antigen lels Thermpeutics for anthrax N benthamiana Hull et al., 2005
{PA) of Bacillus cXposure, antilerrorsm agent
anthracis
Lipopolysaccharide scFwv Salmonella enterica N. fobacum Makvandi-MNejad et
(LPS)y ot deagnostic and therapeutic al., 2005
X enferica
Pararyphi B
Tumor-associated lels Colorectal cannomas N fohacum Ko et al., 2005
antigen (GAT33
Human epidermal scFv [hagnostic for breast, owvary, N, fobacum Cralethi et al., 2006
growth factor prostate and lung cancer
recepior HER2
Tetanus toxin RIC Waccine for N fobacum Chargelegue et al.,
C fragment Tetanus toxin 2005
Baotulinum scFv Antidote fior botulinum N. rohacum Almguist et al., 2046
toxin A toxin A, anti-hioterronsm
agent
Tumor-associated lglila Breast and colorectal N. fobacum Brodzik et al., 2006
antieen cANCET

Anexo 1: Anticuerpos de origen recombinante que se producen en la actualidad (Chen,

2008)
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Anexo 2: Estructura molecular del virus de la fiebre aftosa (Crowther, 1986)

Situacion de la Fiebre Aftosa en Sudameérica segun OIE a Mayo 2012

Situacion de la Fiebre Aftosa en Sud América
segln OIE, Mayo 2012
Zona Libre sin vacunacion
B Zona Libre con vacunacion
B Zona no Libre
Zona Proteccién
Estatus suspendido

PANAFTOSA, OPS/OMS
Unidad de Epidemiologia

Fuente: Informe de los paises a COSALFA 39.
Elaboracion: Unidad de Epidemiologia, PANAFTOSA-OPS/OMS.

Anexo 3: Situacion de la fiebre aftosa en Sudamérica hasta mayo de 2012



Protocol for 6-well plates using FectoFly®

r

9 pg of DNA in
100 pl 150 mM NaCl /

==
/

Fl
Vortex and
incubate 30 min at RT

v

Incubate 72 h and

9 pl of FectoFly Reagent
in 100 pl 150 mM NaCl

measure protein expression
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Anexo 4: Diagrama de preparacion de la solucién de transfeccion con FectoFly

(Polyplus, 2013).

Primer Secuencia del primer Tamaiio Temperatura
del de annealing
amplicon

VPI ataGGATCCaccATGAACCACTTCTGCGGGCGAGT | 642 pb 60°C-55°C
(Forward)

Esquema del Nucledtidos extra - Sitio de restriccion BamHI - Kozak - Codon de

primer inicio - VPI

VP1 cgcAAGCTTTTAAAGTCTGTTTCACCGGTGCCAC | 642 pb 60°C-35°C
(Reverse)

Esquema del Nucledtidos extra - Sitio de restriccion HinDIII — Codon de

primer fin- VP1

Anexo 5: Secuencia de los primers VP1, tomado de Palacios, et. al., 2013.

Primer

Sequence

pUC/M13 Forward

5 -CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3"

pUC/M13 Reverse

5"-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3"

Anexo 6: Secuencia de los primers M13 (Invitrogen, 2010)
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Transposed pFastBac™ Gene of interest
sequence
Bacmid DNA 1 1
. mini-atfTn7 <
pUCM13 pUCM13
Forward Reverse

Anexo 7: Segmento amplificado con los primers M13 (Invitrogen, 2010)

Cationic Lipid
Transfection Reagent

Anexo 8: Diagrama de ingreso de ADN foraneo en una célula mediante lipofeccion
(Modificado de Sodoyer, 2004)

ADN

Bacmid+Vpl FectoFly e =
BN N
Voo o > Sy

Anexo 9: Diagrama de preparacion de FectoFly y ADN para la transfeccion celular
(Modificado de Sodoyer, 2004)



