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RESUMEN

La hormona foliculo estimulante (FSH) bovina es principalmente usada para los tratamientos de
superovulacién. Se utiliza para que varios foliculos subordinados puedan alcanzar un estado dominante
a la vez y asi, las vacas tratadas puedan liberar hasta diez 0 méas dvulos en cada celo, disminuyendo el
intervalo generacional y aumentando la produccion de ganado. Las hormonas disponibles en el
mercado actual son obtenidas en su mayoria a partir de extractos de hipofisis de ganado porcino y
ovino, y a pesar de que son ampliamente utilizadas, se han reportado varios aspectos negativos,
implicando altos riesgos de contaminacién con patdgenos, contaminacion con otras hormonas que
interfieren los procesos de fertilizacion asistida y variaciones importantes entre cada lote de
produccion. En este proyecto, se obtuvo una variante de FSH bovina, para uso en superovulacion de
vacas apta para reproduccion. La secuencia de la enzima B-galactosido-o2,6-sialiltransferasa
(ST6GALL) fue incorporada al plasmido de expresion, lo que permitird mantener la bioactividad de la
FSH en circulacion por un tiempo prolongado, a diferencia de la FSH nativa, simplificando los
protocolos de administracion, disminuyendo las dosis diarias a administrarse y facilitando el manejo
en campo de los animales. Se utilizé la gldndula mamaria de cabras para la expresion de la variante de

FSH bovina mediante un vector adenoviral, permitiendo que la hormona sea secretada en leche.

PALABRAS CLAVE:

e FSHBOVINA
e ADENOVIRUS

e LECHE
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ABSTRACT

Bovine follicle stimulating hormone (FSH) is the hormone mainly used for superovulation treatments.
It is used so that several subordinate follicles can reach a dominant state at the same time and thus,
treated cows can release up to ten or more ovules in each heat, decreasing the generational interval
and increasing livestock production. The hormones available in the current market are obtained
mostly from pituitary extracts of swine and sheep, and although they are widely used, several negative
aspects have been reported, implying high risks of contamination with pathogens, contamination with
other hormones that interfere with assisted fertilization processes and important variations between
each production batch. In this project, a variant of bovine FSH has been obtained, for use in
superovulation protocols of cows suitable for reproduction. The enzyme sequence [-galactoside-
a2,6-sialyltransferase (ST6GALL) has been incorporated into the expression plasmid; these structural
modifications will allow to maintain the FSH bioactivity in circulation for a long time, unlike the
native FSH, simplifying the administration protocols, decreasing the daily doses to be administered
and facilitating the field management of the animals. The mammary gland of transformed goats was
used for the expression of the bovine FSH variant by means of an adenoviral expression vector,

allowing the hormone to be secreted in milk.

KEY WORDS:

e BOVINE FSH
e ADENOVIRUS

e MILK



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema y antecedentes

El sector ganadero ha experimentado cambios a un ritmo muy acelerado en los Gltimos afios
debido a una mayor demanda de alimentos, lo que ocurre en los paises en desarrollo principalmente
por el crecimiento de la poblacion (FAO, 2019). En estos paises el consumo anual per cépita de
carne y leche se ha doblado entre 1980 y 2015 (Desilver, 2016). Especificamente en Ecuador, se
tiene un consumo per capita de 11 kilogramos de productos del ganado vacuno, incrementando con
los afios (Barahona & Beillard, 2015). En este contexto, la creciente demanda por alimentos
derivados de animales ha llevado a grandes aumentos en la produccion ganadera, apoyada por

importantes innovaciones tecnoldgicas.

Una de las estrategias para aumentar la produccién y lograr un mejoramiento genético del
ganado vacuno es el cruce con especies introducidas. Sin embargo, con esta estrategia, es necesaria
la implementacion de buenas préacticas para el manejo adaptativo de los bovinos como respuesta a
las variaciones del clima para evitar consecuencias en la produccion (Ecopar, 2013). Existen otros
efectos negativos que pueden darse con los animales introducidos como la presencia de patdgenos

endémicos, ademas de los altos costos de transportacion (Seidel & Seidel, 2004).



Por estos antecedentes, otra forma de lograr el incremento de la produccion del ganado es
mediante fertilizacion asistida, con el uso de biotecnologias reproductivas, resultando un mayor
numero de individuos en un menor tiempo. Dentro de las técnicas que se han desarrollado se
encuentra la inseminacion artificial (Al), la transferencia de embriones (ET), la manipulacion de la
fertilizacion y la produccion de embriones in vitro (IVF) y las técnicas de multiplicacién
(clonacién) para la aplicacion de transgénesis. En los Gltimos afios, se ha utilizado ET ya que, a
comparacion con las otras técnicas, los resultados se logran en un menor tiempo. Ademas, esta
tecnologia permite crear programas de produccién mas eficientes y de menor costo, con menos

logistica de transporte y un muy bajo riesgo de transmision de enfermedades (Hopper, 2014).

ET es una técnica en la cual se extraen uno o0 mas embriones del tracto reproductivo de una
vaca donante y su posterior transferencia al lumen del oviducto o Utero de hembras receptoras
(Genzebu, 2015a). Se aplica para obtener un nimero maximo de embriones de un animal
genéticamente superior en el menor tiempo posible y asi maximizar el potencial genético en un
rebafio obteniendo hembras o sementales de élite (Patel et al., 2018). Para esta estrategia se deben
Ilevar a cabo diferentes pasos como seleccion de una vaca donadora, superovulacion, inseminacion,
coleccidn y evaluacion de embriones, seleccion y preparacion de hembras receptoras, transferencia
de embriones y, finalmente evaluacion de los resultados del trasplante de embriones (Hopper,

2014).



Dentro de los pasos previamente descritos se encuentra la superovulacion, un tratamiento
hormonal que emula los procesos reproductivos normales e induce el crecimiento folicular
permitiendo recuperar un mayor numero de ovocitos en la hembra bovina donante (C. Luo et al.,
2011), siendo un procedimiento clave para maximizar la cantidad de embriones fertilizados con
alta capacidad de producir prefiez (Reuben J. Mapletoft & B6, 2015). El principio basico de la
superovulaciéon es estimular el desarrollo folicular mediante la administracion exdgena de
hormonas e inducir ovulacién de varios foliculos simultaneamente (Crowe & Mullen, 2013), las
gonadotropinas utilizadas incluyen la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), extraidas de la glandula pituitaria de cerdos y ovejas (M. Hesser, Morris, &
Gibbons, 2011), ademas de la gonadotropina coridnica equina (eCG), producida por las copas

endometriales de yeguas prefiadas (De Rensis & Lopez-Gatius, 2014).

La hormona mas utilizada en la superovulacion de ganado bovino es la FSH y, dado que
proviene de la pituitaria de animales, puede estar contaminada con trazas de otras hormonas, lo que
lleva a variaciones en la calidad y cantidad de los ovocitos. Varios autores mostraron que los
productos de FSH con niveles bajos de LH mejoran la tasa de ovulacion, la tasa de fertilizacion y
la calidad de los embriones (Donaldson, 1985; Ferr, Bogliotti, Chitwood, Kjelland, & Ross, 2016).
Kelly y colaboradores (1997) evaluaron el patron de crecimiento folicular y el rendimiento de los
embriones en el ganado bovino después de la superovulacion con dos preparaciones de FSH
comerciales que difieren en el contenido de LH (Serovet, FSH: LH relacién 1: 1y Vetrepharm, LH

baja). Se observé un mayor nimero de ovulaciones en las vacas tratadas con Serovet (LH alta) en



comparacion con Vetrepharm (LH baja), pero este aumento se debi6 principalmente a un mayor
numero de évulos no fertilizados y embriones degenerados no aptos para la transferencia. Por lo
tanto, la FSH con alta pureza o contenido reducido de LH se ha convertido en el método de eleccién

de uso comercial para la produccién de vacas superovulatorias.

Por otro lado, se ha visto que el uso repetido de hormonas exdgenas para inducir la
superovulacién en diferentes especies podria inducir una respuesta inmune humoral (Carvalho et
al., 2014), lo que fue evidenciado en un estudio en el que después de la superovulacion con eCG,
el ganado bovino presentd una respuesta inmune humoral en dosis repetidas (Baruselli et al., 2011),
haciendo que estos tratamientos sean ineficaces con el tiempo debido a la produccion de

anticuerpos neutralizantes, reduciendo asi la respuesta superestimulante.

Se comenz6 a usar eCG como un tratamiento superovulatorio en vacas (M. W. Hesser,
Morris, & Gibbons, 2011) debido a su larga vida media de 40 horas y una persistencia en
circulacién de hasta 10 dias, siendo necesaria una dosis Unica para la respuesta superovulatoria
(Sharif et al., 2014). Su persistencia en circulacion se debe a la gran cantidad de sitios de
glicosilaciones en su estructura, siendo la glucoproteina mas glicosilada, cubriendo el 45% de su
peso molecular (Murphy, 2012). Existen varios problemas asociados tambien con la accion
prolongada de la eCG, incluida la estimulacion continua de los ovarios, los foliculos sin ovulacion,
los perfiles endocrinos anormales y la reduccion de la calidad de los embriones (Ararooti, Niasari-

Naslaji, Razavi, & Panahi, 2017). Ademas, se ha establecido claramente una mejor respuesta



superovulatoria después del tratamiento con FSH comparado con eCG (Boland, Goulding, &
Roche, 1991). Por otro lado, debido al alto peso molecular de eCG, las vacas tratadas con esta
molécula presentan un mayor porcentaje de quistes ovaricos (40%) en relacion con el tratamiento
de FSH (8%) (Afiazco & Vinueza, 2017). La causa principal de pérdidas econémicas y problemas
reproductivos son atribuidos a la presencia de estos quistes, ademas de causar perfiles hormonales

anormales y baja calidad embrionaria (Capallejas & Rodriguez, 2009).

Dado que la vida media de la FSH es corta, siendo solo de 5 horas (B6 & Mapletoft, 2014),
se la debe administrar dos veces al dia, teniendo limitaciones en campo incluido el manejo excesivo

de vacas donantes causando estrés y una respuesta superovulatoria disminuida (Genzebu, 2015b).

Debido a estos problemas, como la variabilidad, los efectos inmunogénicos y las
formulaciones inconvenientes, deben buscarse otras alternativas para producir hormonas de

superovulacién a mayor escala, que sean seguras para el ganado y a un menor costo.

Con estos antecedentes, hemos propuesto desarrollar la FSH bovina recombinante para
utilizarlo como tratamiento de superovulacion bovino. La FSH recombinante, al ser un producto
puro, se eliminaran los problemas debido al uso de hormonas exdgenas. Ademas, proponemos
afnadir modificaciones postraduccionales para que la FSH bovina presente una mayor bioactividad

en circulacion y asi disminuir las dosis a administrarse en el ganado bovino.



1.2 Justificacion del problema

Por reproduccidn natural, una vaca tiene la capacidad de gestar un ternero por afio, llegando
a producir un promedio de ocho a diez terneros en su vida. Con un régimen hormonal adecuado de
superovulacién, las vacas tratadas pueden liberar hasta diez 6vulos en cada ciclo estral con un
promedio de cinco embriones transferibles (Troxel, 2012), disminuyendo el intervalo generacional
y aumentando el potencial genético y la produccion del ganado (Andino, 2014). Este rendimiento
se logra mediante el estimulo del crecimiento folicular y la ovulacion mediante la administracién

de hormonas y la posterior recoleccion y transferencia de embriones (Vettical, 2015).

La tecnologia de ADN recombinante ha permitido construir una variedad de analogos
hormonales con distintas caracteristicas bioldgicas (Ali & Moustafa M, 2016). Se ha verificado
que la construccién de FSH recombinante reduce la variacion observada en los diferentes tipos de
FSH derivadas de hipdfisis (M. W. Hesser et al., 2011; Looney & Pryor, 2012). Con la FSH
recombinante bovina se evitan los posibles riesgos de inmunogenicidad, ademas de resultar en un
producto con mayor pureza y menor variabilidad en relacién con hormonas extraidas de otros
animales. Por lo tanto, se buscan diferentes tipos de estrategias para producirla por via
recombinante para asi asegurar la pureza y consistencia de sus propiedades biogquimicas y

biologicas.

Hoy en dia, existen numerosos sistemas de expresion para la produccion de proteinas

recombinantes a gran escala, los cuales incluyen expresién en bacterias E. coli, expresion en células



de insecto mediada por baculovirus, levaduras y varios sistemas en mamiferos (Khan, 2013). Pese
a ello, los mamiferos tienen una capacidad superior para producir proteinas biolégicamente activas
y de menor costo (Houdebine, 2009). Ademas, estos sistemas de expresion son usados para la
produccién de proteinas recombinantes cuando son necesarias modificaciones postraduccionales
complejas para su bioactividad (Brinchmann, Patel, Pinto, & Iversen, 2018), como es el caso de la
FSH, con varios sitios de N-glicosilaciones, los cuales aumentan la solubilidad y la estabilidad de
las proteinas, facilitan el plegamiento adecuado de proteinas, la carga apropiada, la formacion de

puentes disulfuro y la cinética enzimatica (M. W. Hesser et al., 2011).

La glandula mamaria se ha considerado como el 6rgano de eleccion para expresar proteinas
recombinantes en animales debido a que la leche se recolecta facilmente en grandes cantidades,
por lo que es catalogada como el mejor biorreactor disponible (Wang, Zhao, Bai, Fan, & Liu, 2013).
Ademas, la leche representa una fuente de materia prima, no procesada, segura, abundante,

renovable y facil de obtener (Moura, Melo, & Freitas, 2011).

Varios investigadores recomiendan a cabras como sistemas de expresion debido a que las
proteinas recombinantes son estables, muy eficientes y de alta pureza (Maksimenko, Deykin,
Khodarovich, & Georgiev, 2013). Segun Moura et al. (2011), las cabras han representado un
modelo excelente como biorreactor de proteinas recombinantes, ya que su produccion y costos
operativos son significativamente mas faciles de manejar en comparacion con el ganado vacuno,

sin contar que varios investigadores utilizan la transduccion adenoviral de esta glandula como



medio de produccion rapida y simple de proteinas recombinantes en leche de cabra (J. R. Toledo

et al., 2008, 2006).

Con lo expuesto anteriormente, el objetivo de este proyecto es expresar variantes
recombinantes de FSH bovina en glandula mamaria de cabras transformadas, una de las cuales
contiene la secuencia de la enzima B-galactésido-a2,6-sialiltransferasa (ST6GAL1) que confiere
un patrén de glicosilacién mayor que la hormona de tipo nativa, otorgando a la hormona una mayor
vida media. Cabe mencionar que no hay informes en la literatura relacionados con la expresion de
la hormona recombinante FSH bovina en leche de ganado. Ademas, las modificaciones
estructurales que confiere la enzima ST6GALL no ha sido utilizada previamente como estrategia

para el aumento de la vida media de la FSH bovina.

La FSH-ST6 de alta pureza, eficiencia y estabilidad podra ser utilizada en el ganado vacuno
para la obtencion de un mayor nimero de 6vulos y la subsecuente produccion de embriones de una
vaca seleccionada y asi disminuir el tiempo generacional y aumentar el potencial genético de sus

crias. Con esto, se logrard un aumento en la produccion y calidad del ganado vacuno.



1.3 Objetivos del proyecto

1.3.1 Objetivo general

Expresar la hormona recombinante foliculo estimulante (FSH) bovina en glandulas

mamarias de cabras transformadas.

1.3.2 Obijetivos especificos

Generar un  vector adenoviral a partir de un disefio  molecular

previamente generado para una variante recombinante de la FSH bovina.

Desarrollar la FSH bovina en leche de cabras transformadas mediante el uso del vector

adenoviral previamente desarrollado.

Evaluar el patron de glicosilacion y la actividad foliculo estimulante de la hormona en

modelos murinos.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

1.1. Hormona foliculo estimulante (FSH)

La hormona foliculo estimulante (FSH), producida por la glandula pituitaria anterior, es una
glicoproteina que desempefia un papel importante en los procesos reproductivos ( a Ulloa-Aguirre,
Timossi, Damian-Matsumura, & Dias, 1999) en vertebrados (De Loof et al., 2001). Cuando ocurre
la liberacién desde la pituitaria anterior, la FSH actta en células de la granulosa del ovario y en las
células de Sertoli (Touyz, Jiang, & Ram Sairam, 2000), estimulando la foliculogénesis y la
esteroidogénesis en el ovario y la espermatogénesis en el testiculo (Santi, Poti, Simoni, & Casarini,
2018). La FSH, al igual que otras hormonas glicoproteinicas, consiste en dos cadenas
polipeptidicas (subunidades a y ), asociadas no covalentemente. La subunidad a, codificada por
un solo gen, es idéntica en la secuencia de aminoacidos en todas las gonadotropinas dentro de una
especie particular (M. Mullen, Cooke, & Crow, 2013), mientras que la especificidad biolégica de
estas hormonas surge de la subunidad B que, segun el tipo de gonadotropina, esta codificada por
un gen diferente (FSHP, LHP o CGP) (Cahoreau, Klett, & Combarnous, 2015). La subunidad a de
la hormona foliculo estimulante bovina presenta cinco puentes de disulfuro intracadena, mientras
que la subunidad B, que contiene 12 residuos de cisteina (M. P. Mullen, Cooke, & Crow, 2013),

presenta seis puentes de disulfuro (Qian et al., 2009).
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Ambas subunidades presentan modificaciones postraduccionales como glicosilaciones en
la cual, mono u oligosacaridos son transferidos de moléculas donadoras a proteinas nacientes
mediante enzimas denominadas glicosilatransferasas (Corfield, 2017). La adicién de glicanos es
importante para el ensamblaje, integridad y secrecion de las subunidades o y (' a Ulloa-Aguirre
et al., 1999). En la FSH estan presentes dos tipos de glicosilaciones, N-glicosilaciones y O-
glicosilaciones. Sin embargo, los predominantes son del tipo N (M. Mullen et al., 2013), teniendo
dos sitios potenciales de N-glicosilacion en las subunidades alfa y beta del tipo Asn-Xaa-Thr (T
Rajendra Kumar, 2014). En la FSH bovina, estos oligosacéridos unidos a N se encuentran en las
posiciones N56 y N82 de la subunidad o y N7 y N24 de la subunidad . Los carbohidratos ligados

a Asn sialilados predominan en la FSH bovina (M. P. Mullen et al., 2013).

La vida media bioldgica de la FSH bovina se ha estimado en 5 horas 0 menos (Monniaux,
Chupin, & Saumande, 1983). Se ha elucidado que la exposicion de residuos de galactosa en
oligosacaridos, debido a la falta de glicosilacion, aumenta su aclaramiento ( a Ulloa-Aguirre et al.,
1999) debido a una endocitosis mediada por receptores de asialo-glicoproteinas de hepatocitos
(Springer & Dowdy, 2018). Este nimero de residuos de galactosa expuestos es importante para
dilucidar la vida media de la FSH (a Ulloa-Aguirre et al., 1999). Algunos estudios informaron que
la FSH con menos sialilaciones tiene una mayor actividad de unién al receptor y bioactividad in
vitro que la FSH sialilada (Aggarwal & Papkoff, 1981; A Ulloa-Aguirre & Timossi, 1998). Sin
embargo, la bioactividad in vivo de la FSH &cida es 20 veces mas alta que la FSH bésica (De Leeuw

et al., 1996). Con esto, se ha demostrado que el &cido sialico juega un papel importante para
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prevenir la rapida eliminacion de la FSH de la circulacion y no es critico para la union del receptor

(M. P. Mullen et al., 2013).

1.2. Ciclo estral bovino

El ciclo estral o ciclo reproductivo esta regulado por diferentes hormonas: la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), que es secretada por el hipotalamo, estimula la secrecion de
la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) por las células
gonadotropicas de la adenohipofisis (Kadokawa, Pandey, Nahar, Nakamura, & Rudolf, 2014);
ademads, por progesterona (P4), estradiol (E2) e inhibinas en los ovarios; y prostaglandina F2a
(PGF) en el utero (Rahman, 2008). En el ganado bovino, el ciclo estral dura de 18 a 24 dias en el
que se presentan dos fases: la fase lutea (14-18 dias) y la fase folicular (4-6 dias) (Forde et al.,
2011; Tomac, Cekinov¢, & Arapovic, 2011). En la fase lUtea, el cuerpo luteo, formado a partir del
foliculo ovulado colapsado, se desarrolla a partir de la pared folicular y produce
predominantemente progesterona estimulada por los pulsos de LH (Tomac et al., 2011). Durante
la fase folicular, se produce la maduracion final y la ovulacion del foliculo ovulatorio. Ademas, los
niveles de progesterona disminuyen significativamente debido a la disminucién de la funcion del

cuerpo luteo (Forde et al., 2011).

Durante todo el ciclo se presentan dos o tres olas de crecimiento folicular (Figura 1), para
vacas lecheras y vacas de res, respectivamente, en las que se produce la aparicion de una cohorte
de 5-20 foliculos estimulados por el aumento de las concentraciones de FSH. Luego, la seleccién

y el dominio de un foliculo se produce debido a la secrecion de inhibinas y estradiol (E2) por la
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creciente cohorte que disminuye las concentraciones de FSH (Scully, Evans, Duffy, & Crowe,
2014). Esta disminucion de FSH conduce a la regresion de los foliculos subordinados (R J

Mapletoft & Bo, 2013).

El conocimiento del ciclo estral es muy importante cuando se descubren nuevas técnicas

para obtener un aumento en la produccion ganadera.

Legend
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Figura 1. Descripcion esquematica del patron de secrecion hormonal en el ciclo estral
bovino.
Nota: Secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH),
estradiol (E2) y progesterona. Olas de crecimiento folicular.

1.3. Tecnologia de ovulacion multiple y transferencia de embriones (MOET)

La transferencia de embriones (ET) es una técnica en la que uno o méas embriones se extraen
del tracto reproductivo de una hembra donante y luego se transfieren a la luz del oviducto o Utero
de una 0 méas hembras receptoras (Genzebu, 2015a). Se aplica para obtener un maximo ndmero de
embriones de un animal genéeticamente superior en el menor tiempo posible y asi maximizar el

potencial genético en un rebafio obteniendo hembras o sementales de €élite (Patel et al., 2018). Para
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la ET, se deben realizar diferentes pasos como: seleccion de una vaca donante, superovulacion,
inseminacioén, recoleccién y evaluacion de embriones, seleccion y preparacion de hembras
receptoras, transferencia de embriones y, finalmente, evaluacion de trasplantes de embriones

(Hopper, 2014).

1.3.1. Superovulacion

La superovulacion es un tratamiento hormonal que induce el crecimiento folicular y permite
la recuperacion de un mayor nimero de ovocitos en la hembra bovina donadora (C. Luo et al.,
2011), siendo un procedimiento clave para maximizar el nimero de embriones viables con una alta
capacidad para producir prefiez (Reuben J. Mapletoft & B0, 2015). EIl principio basico de la
superovulacién es estimular el desarrollo folicular mediante tratamiento hormonal e inducir la
ovulacion de varios foliculos simultdneamente (Crowe & Mullen, 2013). Ademaés, mediante la
reproduccion natural, una vaca puede criar un ternero por afio, alcanzando un promedio de ocho a
diez terneros en toda su vida. Con un régimen hormonal adecuado de superovulacién, las vacas
tratadas pueden liberar hasta diez o més Ovulos en cada celo, disminuyendo el intervalo

generacional e incrementando el potencial genético y la produccion de ganado (Andino, 2014).

La superovulacion se puede lograr mediante la aplicacion de hormonas gonadotropinas (M.
Hesser et al., 2011), que permiten emular los procesos reproductivos naturales para aumentar la
eficiencia reproductiva. Las gonadotropinas mas utilizadas en la reproduccién del ganado incluyen
la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH), extraidas de la glandula

pituitaria de cerdos y ovejas (M. Hesser et al., 2011), ademas de la gonadotropina corionica equina
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(eCG), producida por las copas endometriales de yeguas prefiadas (De Rensis & Lopez-Gatius,
2014). En los tratamientos de superovulacion, la FSH exdgena, obtenida de pituitarias de porcinos
y ovinos (M. W. Hesser et al., 2011), se utiliza para rescatar los foliculos subordinados de la
regresion para que también puedan alcanzar un estado dominante (R J Mapletoft, Guerra, Dias,

Singh, & Adams, 2015).

El protocolo mas comun para la superovulacion incluye una ovulacion inducida por GnRH
del foliculo persistente y la emergencia de la onda folicular. Luego, la super estimulacién comienza
con la administracion de FSH exogena dos veces al dia por cuatro dias con dosis decrecientes
(Reuben J. Mapletoft & B6, 2014). Esta administracion de FSH dos veces al dia, debido a su corta
vida media, da lugar a varios problemas en el campo, incluido el manejo excesivo de vacas

donantes causando estrés y una disminucion de la respuesta superovulatoria (Genzebu, 2015b).

Recientemente, se han desarrollado varios tratamientos alternativos para tratar de evitar
estos problemas, por ejemplo, la aplicacion de formulaciones de FSH de liberacion lenta (B6 &
Mapletoft, 2014). Por ejemplo, mezclando FSH con polivinilpirrolidona (PVP) que mantiene una
alta concentracién de FSH en la sangre, suficiente para estimular el desarrollo de multiples
foliculos (Vongpralub, 2013). Sin embargo, este tratamiento ha tenido resultados variables al no
poder inducir la superovulacion en algunos casos (Callejas et al., 2005). Otra alternativa es el uso
de hialuronano, un glicosaminoglicano, usado en una solucién al 2% para diluir FSH. Sin embargo,
presenta los mismos resultados que la dosis tradicional de FSH de dos dias. Ademas, resulta dificil

mezclar FSH con hialuronano debido a su estado viscoso conduciendo a problemas en el campo y
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una solucion mas diluida disminuye su efectividad (B6, Rogan, & Mapletoft, 2018). Otra
alternativa es el uso de gel de hidroxido de aluminio, un adyuvante, para inducir la superovulacion
en el ganado vacuno (Kimura, 2016). Sin embargo, el uso de adyuvantes podria causar el desarrollo

de anticuerpos contra FSH (B0 et al., 2018).

1.4. Vectores adenovirales

Los adenovirus son virus sin envoltura con un genoma de ADN bicatenario lineal (Davison,
Benko, & Harrach, 2003), que abarca una longitud de 26-46 kb. Su nucleocépside consiste en 252
proteinas en forma de tres tipos principales: fibra, pentdn y hexén (Ghebremedhin, 2014). Los
vectores adenovirales méas usados son derivados de los serotipos 2 y 5 de adenovirus humanos (J.
Luo et al., 2007). El adenovirus humano serotipo 5 (Ad5), con un genoma de 36 kb contiene dos
regiones usadas frecuentemente para la insercion de ADN for&neo. Estas regiones son la region
temprana 3 (E3), la cual codifica productos que contrarrestan los mecanismos de defensa del

huésped; y la region E1, la cual es esencial para la replicacion viral (Kovesdi & Hedley, 2010).

Cuando ambas regiones son delecionadas, los vectores tienen la capacidad de proporcionar
espacio para grandes casetes alternativos de expresion génica de hasta 7,5 Kb (Small et al., 2014).
Otra ventaja de usar adenovirus recombinantes es su capacidad de infectar la mayoria de los tipos
celulares de mamiferos, ademas de que permite una alta expresion de la proteina recombinante, es
bien tolerado, permitiendo una viabilidad de las células huésped de casi el 100 por ciento,
permanece epicromosomico y no inactiva genes ni activa oncogenes (Lee, Bishop, Zhang, Yu,

Farina, Yan, Zhao, Zheng, et al., 2017).
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El método mas usado para generar vectores adenovirales es el sistema AdEasy, el cual se
basa en la recombinacion homologa entre dos vectores de ADN. El gen de interés es insertado en
un vector transportador que contiene secuencias del genoma adenoviral, ademas de una sefial de
empaquetamiento (Lee, Bishop, Zhang, Yu, Farina, Yan, Zhao, Zheng, et al., 2017). El vector
transportador mas usado es el pAdTrack-CMV, el cual contiene tanto un promotor de
citomegalovirus (CMV) como un casete de expresion de proteina verde fluorescente (GFP) para
evaluar la eficacia de transduccion de adenovirus (J. Luo et al., 2007). El otro vector usado en la
recombinacion homdloga es el vector pAdEasyl, que contiene el genoma adenoviral con delecion
en las regiones E1 y E3. Los plasmidos adenovirales recombinantes resultantes se linealizan y se
usan para la produccion de adenovirus en células empaquetadoras HEK-293 A (células epiteliales
de rifibn embrionario humano que expresan constitutivamente el activador transcripcional E1 del

Ad5) (Figura 2) (Lee, Bishop, Zhang, Yu, Farina, Yan, Zhao, Zheng, et al., 2017).
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Figura 2. Esquema del sistema AdEasy.Fuente: (He et al., 1998).

1.5. Sistemas de expresion de proteinas recombinantes

18

Los sistemas de expresién de proteinas recombinantes incluyen bacterias, levaduras,

mamiferos, plantas o insectos (Demain & Vaishnav, 2009). Para seleccionar el sistema de

expresion adecuado, se debe tomar en cuenta la aplicacién de la proteina recombinante. Para
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proteinas que no requieran modificaciones postraduccionales, se pueden utilizar sistemas de
expresion procariotas (Rosano & Ceccarelli, 2014). Los sistemas de expresion que utilizan células
de mamifero para proteinas recombinantes son elegidos para que exista un plegamiento de
proteinas adecuado, modificaciones postraduccionales y correcto ensamblaje del producto, que son

importantes para la actividad bioldgica completa (Khan, 2013).

Muchos laboratorios y compafiias farmacéuticas han logrado producir una variedad de
proteinas terapéuticas en mamiferos como sistemas de expresion, dentro de los cuales incluyen
vacas, cerdos, ovejas, cabras y conejos (Dyck, Lacroix, Pothier, & Sirard, 2003; Rudolph, 1999).
Estas proteinas recombinantes se producen a partir de fluidos corporales de animales, en leche, en
clara de huevo, sangre, en orina y en plasma seminal (Wang et al., 2013). Varios investigadores
han desarrollado la hormona recombinante FSH bovina en diferentes sistemas de expresion como
en levaduras (Qian et al., 2009), en lineas celulares de mamiferos (Min et al., 2003; Wilson, Jones,
Moore, Looney, & Bondioli, 1993), en células de insectos (van de Wiel, van Rijn, Meloen, &
Moormann, 1998), en plantas (Dirnberger, Steinkellner, Abdennebi, Remy, & van de Wiel, 2001),
en glandula mamaria de ratones (Greenberg et al., 1991) y glandula mamaria de conejos (Coulibaly

etal., 2002).

1.5.1. Glandula mamaria como sistema de expresion de proteinas recombinantes

Los vectores adenovirales representan una herramienta poderosa para la transduccion in
situ de la glandula mamaria. De este modo, se pueden introducir maltiples copias 0 genes

independientes en las células epiteliales mamarias mediante la infusion de vectores virales a través
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del canal del pezon. Una vez que tiene lugar la modificacion genética, la proteina recombinante se
secreta en la leche (Montesino & Toledo, 2006), la cual representa una fuente de materia prima, no
procesada, segura, abundante, renovable, y facil de obtener (Moura et al., 2011), por lo que la
glandula mamaria es considerada como el mejor biorreactor (Wang et al., 2013). La transfeccion
de esta glandula ha sido una alternativa méas rapida y menos costosa para dirigir la expresion de un
gen de interés a las células epiteliales mamarias y que la proteina sea secretada a la leche,

haciéndolo un proceso relativamente simple (J. Toledo et al., 2005).

1.6. Purificacién de proteinas

Muchos de los sistemas de purificacion de proteinas consisten en resinas, perlas de union,
columnas llenas con una resina especifica y kits completos de purificacion (Bird, 2011). Las
etiquetas o tags de afinidad se usan ampliamente para la purificacion de proteinas debido a su

capacidad de aislar proteinas de alta pureza en un solo paso (Young, Britton, & Robinson, 2012).

La aplicacion de etiquetas de afinidad facilita el aislamiento y purificacién eficientes de una
proteina de interés del sistema huésped. Las etiquetas de afinidad son epitopos que se funcionan
como herramientas muy eficientes para la deteccion, caracterizacion y purificacion de proteinas
(Young et al., 2012). La técnica de marcado de epitopos afiade una secuencia corta a una proteina
de interés mediante técnicas de ADN recombinante que proporcionan un mecanismo de obtencién
del producto con elevada pureza (Derewenda, 2004). Ademas, estas etiquetas ayudan en la
purificacion sin afectar negativamente, en la mayor parte de los casos, a la actividad bioldgica o

bioquimica de la proteina (Uhlen, Forsberg, Moks, Hartmanis, & Nilsson, 1992). Las etiquetas de
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afinidad mas utilizadas son polihistidina (His-tag), glutation S-transferasa (GST-tag) y

estreptavidina (strep-tag) (Zhao, Li, & Liang, 2013).

1.6.1. Etiquetas de histidina

Las etiquetas de afinidad de polihistidina (His-tag o Hisg) son construcciones de
poliaminoécidos, que usualmente consisten en seis residuos de histidina consecutivos,
consideradas como las etiquetas de afinidad més utilizadas para purificar proteinas recombinantes
(Kimple, Brill, & Pasker, 2013).

Para purificar proteinas con etiquetas de histidina, se utiliza la cromatografia de afinidad de
metales inmovilizados (IMAC), que actla aislando péptidos de unidén a metales en funcion de la
interaccion entre la histidina, de carga negativa, y los iones de metal de transicion, tales como Ni?*,
Co?*, Cu?*, Zn?*, los cuales se encuentran inmovilizados en una matriz (Loughran, Bree, & Walls,

2017).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

El presente estudio fue realizado en conjunto la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE
con la Universidad de Concepcion (UdeC), con el fin de producir dos variantes recombinantes de

la FSH bovina, una incluyendo la secuencia ST6GALI.

El trabajo estuvo dirigido metodologicamente en dos fases: primero la obtencion de
plasmidos adenovirales recombinantes para la posterior construccion de adenovirus y la
amplificacion de dichos virus para la transduccion in vitro de células e in vivo de glandula mamaria

de cabras para obtener dos variantes de la hormona recombinante FSH bovina.

1. Generacion de los adenovirus recombinantes

Para el primer objetivo fueron disefiados dos tipos de adenovirus recombinantes, uno con
la secuencia de la FSHb y la secuencia ST6GALL y otro conteniendo Gnicamente FSHb. Para su
construccion, se requieren dos plasmidos transportadores: pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack FSHb
para la posterior recombinacion homéloga con el plasmido comercial pAdEasy-1, conteniendo el

genoma adenoviral, y la consecuente formacion de los dos adenovirus recombinantes.
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1.1. Construccion del plasmido transportador pAdTrack FSHb-ST6

Este plasmido se construyé para que, en la recombinacion homdloga, transporte la
secuencia FSHb-ST6 al plasmido pAdEasy-1. El disefio del pAdTrack FSHb-ST6 fue basado en el
plasmido pUC57 FSHb-ST6 previamente disefiado en el Laboratorio de Biotecnologia y
Biofarmacos, UdeC. La construccion de este vector partié del plasmido comercial pUC57 al que

fue afadido la secuencia FSHb-ST6.

El fragmento genémico conteniendo el cDNA de FSHb-ST6 presente en el vector pUC57
FSHb-ST6, previamente sintetizado, fue clonado en los sitios de restriccion Xho 1/Bgl 11 del vector
transportador pAdTrack-CMV. Para ello se digirieron 20 pg de cada plasmido, las condiciones de

reaccion se establecieron de acuerdo con New England Biolabs® a 37 °C por 1,5 horas.

Una vez separados los fragmentos deseados, se extrajeron de gel las bandas
correspondientes a la secuencia FSHb-ST6 (2648 bp) y al vector lineal pAdTrack-CMV (9044 bp),
ambas digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 1% Yy las bandas fueron extraidas con el kit
de purificacion Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit (Anexo 1). Posteriormente, para
evitar que el vector lineal pAdTrack-CMV vuelva a circularizarse, se realizé la defosforilacion de

sus extremos 5' con Antarctic Phosphatase de New England BioLabs®.

Finalmente, para formar el plasmido circular pAdTrack FSHb-ST6, la secuencia FSHb-ST6

fue ligada en el vector lineal previamente desfosforilado pAdTrack-CMV usando la enzima T4
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DNA Ligasa de New England BioLabs®. Para esto, se ligaron 4 ug del vector lineal pAdTrack
CMV (9044 bp) con 2,5 ug de la banda extraida en gel FSHb-ST6 (2648 bp), obteniéndose el

plasmido pAdTrack FSHb-ST6 (11 667 bp).

1.2. Construccién del plasmido transportador pAdTrack FSHb

Similar a la seccion anterior, este plasmido fue disefiado para que transporte la secuencia
FSHb al plasmido pAdEasy-1 en la recombinacién homdloga. Para la construccion del pAdTrack
FSHb, iniciamos del plasmido pAdTrack FSHb-ST6, eliminando la secuencia IRES-ST6 (1844 bp)
con la enzima de restriccion Xbal. Para ello, 20 ug del plasmido pAdTrack FSHb-ST6 fueron
digeridos a 37 °C por 1,5 horas obteniéndose dos bandas, una correspondiente al plasmido lineal

pAdTrack FSHb y otra banda de la secuencia IRES-STG6.

Para extraer la banda correspondiente al plasmido pAdTrack FSHb lineal (9823 bp) se
corrid la solucién de digestion en un gel de agarosa al 1% y se extrajo la banda a partir de gel con

el kit de purificacion Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit (Anexo 1).

Finalmente, para retornar al plasmido pAdTrack FSHb a su conformacion circular, se
utilizé la enzima T4 DNA Ligasa de New England BioLabs®nc para ligar 4 ug del vector lineal

pAdTrack FSHb, obteniéndose el plasmido circular pAdTrack FSHb (9823 bp).
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1.3. Transformacion de bacterias electrocompetentes

Con el fin de amplificar los plasmidos previamente disefiados (pAdTrack FSHb y pAdTrack
FSHb-ST6), transformamos bacterias electrocompetentes E. coli con ambos plasmidos
independientemente. Ambas transformaciones fueron realizadas de acuerdo al protocolo del
MicroPulser™ Electroporator de BIO-RAD (Anexo 2). Las bacterias transformadas se sembraron
en medio LB suplementado con kanamicina. Para obtener una mayor biomasa, las colonias
resultantes de ambas transformaciones inoculadas en 15 mL de medio LB suplementado con
kanamicina (50 pg/mL) fueron incubadas a 37 °C toda la noche con agitacion. EI ADN plasmidico

de los cultivos resultantes fue purificado usando el QIAGEN Plasmid Mini Kit (Anexo 3).

Una vez aislados los plasmidos de las diferentes colonias resultantes, fue necesario
seleccionar las que lograron transformarse con el plasmido de interés. Para seleccionar los
transformantes positivos, conteniendo el plasmido pAdTrack FSHb-ST6, todas las muestras
resultantes se digirieron con las enzimas de restriccion Xho 1/Bgl II; mientras que los
transformantes positivos, conteniendo el plasmido pAdTrack FSHb, fueron validadas mediante
cortes en los sitios de restriccion EcoRI y EcoRI/Ndel. Elaboramos el screening con estas enzimas
debido a que se encuentran dentro del mapa de restriccion de ambos plasmidos. Ademas, nos
apoyamos con el software SnapGene para el disefio de las digestiones enzimaticas. Finalmente, un

transformante positivo fue elegido por cada plasmido.
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Una vez confirmadas las muestras de bacterias transformadas con los dos plasmidos:
pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack FSHb, éstas fueron amplificadas a una mayor escala en 300 mL
de medio LB suplementado con kanamicina (50 pg/mL) y se incub6 a 37 °C toda la noche con
agitacion. EI ADN plasmidico de cada cultivo amplificado resultante fue purificado usando el

E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi Kit (Anexo 4).

1.4. Generacion de los plasmidos recombinantes por recombinacién homéloga

Para obtener los plasmidos recombinantes adenovirales pAdEasy FSHb y pAdEasy FSHb-
ST6 se realizé una recombinacion homéloga mediante una co-transformacion de cada plasmido
transportador (pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack FSHb) con el plasmido pAd-Easy-1 en la cepa
BJ5183 de E. coli. Para esto, linealizamos 10 pg de pAdTrack-FSHb-ST6 y pAdTrack-FSHb con

la enzima de restriccion Pme 1 a 37 °C por 1,5 horas.

La co-transformacién fue elaborada en una proporcién de 1 pg de cada vector lineal
(pAdTrack-FSHb-ST6 y pAdTrack-FSHb) con 100 ng de pAd-Easy-1 circular de acuerdo al
protocolo del MicroPulser™ Electroporator de BIO-RAD (Anexo 2). Las colonias resultantes de
ambas co-transformaciones fueron inoculadas en 15 mL de medio LB suplementado con
kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37 °C toda la noche con agitacion. EI ADN plasmidico

de los cultivos resultantes fue purificado usando el QIAGEN Plasmid Mini Kit (Anexo 3).
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Los transformantes positivos, conteniendo los plasmidos recombinantes pAdTrack FSHb-
ST6y pAdTrack FSHb se confirmaron mediante cortes en el sitio de restriccion Pacl, como sugiere

el manual AdEasy™ Vector System de Qbiogene.

Una vez elegido un recombinante positivo de cada variante, los plasmidos fueron aislados
para su transferencia y propagacion en células DHS5a, las cuales fueron transformadas con 1 pL del
plasmido aislado de cada recombinante usando el protocolo del MicroPulser™ Electroporator de
BIO-RAD (Anexo 2). Para la amplificacion de ambos plasmidos recombinantes, una colonia de
cada transformacion fue inoculada en 300 mL de medio LB suplementado con kanamicina (50
pg/mL) incubando a 37 °C toda la noche con agitacion. Finalmente, el ADN plasmidico fue
purificado usando el E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi Kit (Anexo 4), obteniendo los plasmidos
recombinantes pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack FSHb. Estos plasmidos carecen de la region

replicativa E1, por lo que es necesario complementar esta region para formar los adenovirus.

1.5. Transfeccion de plasmidos recombinantes adenovirales

Para formar los adenovirus recombinantes AdFSHb-ST6 y AdFSHb replicativos, se
transfectaron los plasmidos recombinantes adenovirales (pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack
FSHb), construidos en la seccion anterior, en la linea celular de empaquetamiento HEK 293 A.
Para esto, se linealizaron 25 pg de cada plasmido adenoviral recombinante (pAdTrack-FSHb-ST6
y pAdTrack-FSHb) con la enzima de restriccion Pac | y la digestion resultante de cada plasmido

lineal fue precipitada con etanol (Anexo 5).
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La transfeccion de cada ADN plasmidico recombinante lineal se realizo en la linea de
empaquetamiento adenoviral HEK-293 A, previamente sembrada en frascos de cultivo T25 con
una confluencia de ~70%, usando el reactivo de transfeccion Lipofectamine® 2000 de
Invitrogen™, de acuerdo a las especificaciones del fabricante empleando medio de cultivo Gibco™
Opti-MEM™, La eficiencia de transfeccidon fue monitoreada con la deteccion de la proteina verde
fluorescente (GFP) mediante observacion directa del cultivo en el microscopio de fluorescencia
Olympus 1X-81. Los cultivos se mantuvieron en frascos de cultivo T25 durante 2 dias. Al tercer
dia cada cultivo se pasé a un frasco de cultivo T75 mantenidos por 14 dias mas, hasta que las
células despeguen. Durante todo el proceso, las células estuvieron en cultivo con medio DMEM

suplementado con FBS 2,5%.

La presencia de particulas virales se hizo evidente por la formacién de halos de lisis
alrededor de las células fluorescentes. Posteriormente, las células recogidas en medio de cultivo
DMEM sin FBS fueron lisadas por ciclos de congelacion-descongelacion a -20 °C y 37 °C, para
obtener las particulas virales producidas por las células. Los virus recombinantes resultantes fueron
denominados AdFSH-ST6 y AdFSH, respectivamente. EI AdFSH contiene simultdneamente la
secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP) y FSHb bajo el control del promotor de

citomegalovirus (CMV). EI AdFSH-ST6 contiene ademaés la secuencia de la enzima ST6GALL.
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2. Amplificacion de los virus recombinantes adenovirales (AdFSH-ST6 y AdFSH)

Para alcanzar los titulos virales necesarios para la transduccion de glandula mamaria de
cabras se amplificaron ambos virus recombinantes en la linea celular HEK-293A con una
confluencia cercana al 80% infectadas a una multiplicidad de infeccién MOI de 5 (5 particulas
virales para infectar una célula HEK 293 A). Tras 48 horas post-infeccion, los cultivos se
desprendieron y las células recogidas en medio de cultivo DMEM sin FBS fueron lisadas por ciclos
de congelacion-descongelacién a -20 °C y 37 °C, respectivamente con el fin de extraer las
particulas virales intracelulares. El sobrenadante fue almacenado a -80 °C hasta su titulacion y las
infecciones subsecuentes con el pase viral previo hasta obtener titulos virales deseados para la

transfeccion de glandula mamaria de cabra.

3. Titulacion de los vectores adenovirales

Para la titulacién de las muestras adenovirales utilizamos el método de unidades formadoras

de color (UFC, basado en vectores portadores de GFP) (Anexo 6).

4. Expresion de las variantes de FSH bovina en células SiHa

Con el proposito de realizar un screening de la expresion de ambas variantes de la FSHb,

infectamos células SiHa con los virus antes de llevar el ensayo a glandulas mamarias de cabras.
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La expresion de las variantes recombinantes en células SiHa fue en placas de 150 mm con
capacidad para 20x10° células. El cultivo amplificado hasta un 90% de confluencia fue inoculado
con los virus a una multiplicidad de infeccion MOI de 25 (25 particulas virales para transfectar una
célula SiHa), el cual fue determinado previamente en el laboratorio. Pasadas 8 horas, el medio de
infeccion fue reemplazado por medio fresco sin FBS. Las células fueron mantenidas en cultivo
durante 48 horas, las proteinas fueron colectadas junto con el medio de cultivo y se almacend a -

20 °C para su analisis.

5. Expresion de las variantes de FSH bovina en glandula mamaria de cabra

Para obtener ambas proteinas recombinantes FSHb-ST6 y FSHb utilizamos una cabra de
raza Toggenburg de 1 afio que estaba en lactancia natural como sistema de expresion y realizamos
la transduccién in situ de ambas glandulas mamarias. Cabe destacar que el manejo de animales se
realiz6 de acuerdo con los lineamientos de bioética y bioseguridad de la Universidad de
Concepcion, teniendo en cuenta las 3R (Reemplazo, Reduccién y Refinamiento) segun el National

Centre for the Replacement, Refinement & Reduction of Animals in Research.

Antes de la infusion de los adenovirus, cada mitad de la ubre se lavé con PBS a 37 ° C a
través del canal del pezdn, la solucion se retir6 mediante ordefio y la etapa de lavado fue repetida
por dos veces mas hasta que la solucion eliminada sea clara. EI volumen del vector adenoviral

infundido fue variable de acuerdo con la capacidad de la ubre.
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La glandula mamaria izquierda fue inoculada con una solucion que contenia 2x108 VP/ml
de AdFSH-ST6 mientras que la glandula mamaria derecha recibio 2x108 VP/ml de AdFSH.
Veinticuatro horas después de la inoculacion de adenovirus, las ubres fueron ordefiadas para
eliminar la solucion infundida. La recoleccion de leche comenzé 48 h después de la inoculacion de

los adenovirus, recolectandose diariamente durante 12 dias.

6. Identificacidn de proteinas

6.1. Precipitacion de proteinas

Para identificar las proteinas expresadas en medio de cultivo de SiHa, utilizamos la
precipitacién TCA-deoxicolato de sodio. Posterior a las 48 horas de infeccion, se colect6 el medio
de cultivo para ambas variantes y las proteinas precipitaron con éacido tricloroacético (TCA)-

deoxicolato de sodio (Anexo 7).

6.2. Extraccién de suero de leche

Para obtener el suero de leche y evaluar la presencia de proteinas, utilizamos un Tampon

de separacion (Anexo 8).

6.3. SDS-PAGE

Debido a que las variantes recombinantes fueron obtenidas en dos sistemas de expresion

(SiHa y leche), las muestras se procesaron de diferente forma. Las muestras correspondientes al
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medio de cultivo de SiHa tuvieron que ser precipitadas como se detallé anteriormente y las

correspondientes a suero de leche desnaturamos directamente, sin precipitar.

Las proteinas recombinantes desnaturalizaron con un volumen de buffer de carga (Tris-Cl
pH8 60 mM, B-mercaptoetanol 1%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,01%, glicerol 10%) y
calentadas a 95 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se cargaron 10 pL de cada muestra en un
gel de poliacrilamida desnaturante al 10%. La electroforesis se llevo a cabo a voltaje constante de

100 V en buffer de corrida Tris-base 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0,1% p/v por 2 horas.

6.4. Electro transferencia de proteinas

La transferencia a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL Nitrocellulose (GE
Healthcare, UK), se realiz6 una vez separadas las proteinas en SDS-PAGE, en el equipo de
transferencia semi-seco Trans-Blot-Turbo (BioRad, EE. UU). El gel de poliacrilamida fue
colocado sobre la membrana y se sometio a la accion de un campo eléctrico de corriente constante

(300 mA) durante 30 min y a 25 V en solucion tampon de transferencia.

6.5. Inmuno identificacion de proteinas

Para la inmuno-identificacion de las proteinas de interés, la membrana de nitrocelulosa
electro-transferida se sumergid en solucién de blogueo (leche descremada 5%, TBS) durante 1 hora
a temperatura ambiente, se lavd con tampdon TBS-Tween20 0,05%. La incubacion fue con el

anticuerpo primario anti-6xHis (Clontech, EE. UU) en dilucién 1:5000 en solucién de bloqueo
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durante toda la noche a 4 °C en agitacion. Se realizaron tres lavados de 15 minutos con solucion
TBS-Tween20 0,05%. Luego, se incubo con el anticuerpo secundario 1gG de ratén conjugado al
fluoréforo AlexaFluor® 790nm (Jackson Laboratory, EE.UU) en una dilucion 1:10.000 en
solucion de blogueo a TA en agitacion durante 1,5 horas y se realizaron los pasos de lavado
explicados previamente. La identificacién de bandas inmuno-fluorescentes fue realizada en el

equipo Odyssey (Li-cor, EE. UU.).

7. Anélisis del patron de glicosilacion y actividad foliculo estimulante.

Estos analisis realizaron con ambas proteinas purificadas. De manera que, se obtuvieron
180 mL de medio de cultivo de células SiHa transfectadas con cada virus recombinante y su
purificacion se llevo a cabo, aprovechando el tag de histidina presente en cada proteina, en el
equipo AKTAprime plus con la matriz IMAC Sepharose High Performance siguiendo el protocolo

previamente estandarizado del Anexo 9.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

El trabajo de investigacion estuvo dirigido a la expresion de la hormona recombinante
foliculo estimulante (FSH) bovina en glandulas mamarias de cabras transformadas. Esta variante
recombinante presenté una modificacion en el patron de glicosilacion que permitira el aumento de

la bioactividad de la FSH en circulacion.

Existieron dos ejes principales que tuvieron lugar en este trabajo para la expresion de ambas
variantes de la FSHb; el primero, la construccién de dos adenovirus recombinantes, uno
conteniendo la secuencia de FSHb y el otro con FSHb-ST6, que incluia la secuencia de la enzima
ST6, que garantizaria a la FSH un tiempo de vida media mayor. El otro eje se centr6 en la
transduccion de modelos in vitro e in vivo con los adenovirus para evaluar la expresion de las

proteinas recombinantes.

1. Generacion de los adenovirus recombinantes

Inicialmente, fue necesario construir dos plasmidos transportadores (pAdTrack FSHb-ST6
y pAdTrack FSHD), cuyo disefio se detalla a continuacion. Primero describiremos los resultados
referentes a la construccion, seguido de la transformacion y amplificacion de cada plasmido

transportador.
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1.1. Construccién del plasmido transportador pAdTrack FSHb-ST6

Se construyd el plasmido transportador pAdTrack FSHb-ST6 conteniendo la secuencia de la
enzima [-galactésido-a2,6-sialiltransferasa (ST6) para conferir un patron de glicosilacion mayor a la

FSH, otorgando a la hormona un tiempo de vida media mayor.

El plasmido transportador pAdTrack FSHb-ST6 fue disefiado tomando como base el plasmido
pUC57 FSHDb-ST®6, el cual fue provisto por el Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos de la
facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion. Para la elaboracion del constructo
se partié del plasmido comercial pUC57 (Anexo 1). Se aislo el fragmento FSHb-ST6 (2648 bp) del
plasmido pUC57 FSHb-ST6 (carril 2, Figura 3A) usando las enzimas restriccion Xhol/Bglll. La
secuencia FSHb-ST6 fue ligada en el vector lineal pAdTrack-CMV de 9044 bp (carril 5, Figura 3A).
Como resultado de la ligacion, se obtuvo el plasmido transportador pAdTrack FSHb-ST6 cuyo tamafio

fue de 11667 bp (carril 2, Figura 3B).

9044 -

2648 -
1778 -

935 -

Figura 3. Pasos de clonacion para la generacion del plasmido pAdTrack FSHb-ST6.
Nota: A. Digestion enzimatica de plasmidos pUC 57 FSH-ST6 y pAdTrack-CMV. pUC:
pUC 57 FSH-ST6, 1: pUC 57 FSH-ST6 digerido con Xho I/Bgl 11/Sca I, pAd: vector
pAdTrack CMV, 2: vector pAdTrack CMV digerido con Xho I/Bgl I, MW: Marcador
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de peso molecular, 1Kb (New England BioLabs®). B. 1: Plasmido resultante de la
ligacion: pAdTrack FSHb-ST6 de 11 667 bp.

En la Figura 4 se detallan los pasos realizados para el disefio del plasmido pAdTrack FSHb-
ST6 utilizando el programa SnapGene, el cual es util para la visualizar las construcciones
plasmidicas. La secuencia FSHb-ST6 fue ligada al plasmido pAd Track CMV para formar el

plasmido pAdTrack FSHb-ST6, cuyo tamario fue de 11 667 bp.
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Figura 4. Pasos de clonacién para la generacion del plasmido pAdTrack FSHb-ST6.
Software: SnapGene.

Nota: El fragmento gendmico de 2648 bp correspondiente al gen que codifica para FSHb-
ST6 (B) presente en el vector pUC 57 FSHb-ST6 (A) fue clonado en los sitios de
restriccion Xho 1/Bgl 11 del vector pAdTrack-CMV (9044 bp) (C). Como resultado se
genera el plasmido pAdTrack FSHb-ST6 de 11667 bp (D).
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Una vez construido el plasmido pAdTrack FSHb-ST6, éste fue amplificado en bacterias E.
coli y como resultado de la transformacion se obtuvieron 10 colonias. EI ADN plasmidico de las
10 muestras fue chequeado con las enzimas de restriccion Xho I/Bgl Il. A su vez, se efectu6 una
simulacion en el software SnapGene para establecer el disefio de la digestion enzimaética del
pAdTrack FSHb-ST6. Esta digestion resultd en dos bandas de 9019 bp y 2648 bp segun el software

(Figura 5A).

Como se observa en la Figura 5B, se obtienen los fragmentos esperados en todas las
muestras, a excepcion del plasmido aislado de la muestra 4 (carril 4), que presenta un patron de
migracion electroforético incorrecto de acuerdo a la simulacion en gel con el software SnapGene.
Con esto, confirmamos que se obtuvieron 9 transformantes positivos de E. coli que contienen el

plasmido pAdTrack FSHb-ST6 comprobado por digestion enzimatica.

bp

2019

-------

Figura 5. Evaluacién de transformantes con el plasmido pAdTrack FSHb-ST6
Nota: A. Simulacion en gel de digestion enzimatica del plasmido pAdTrack FSHb-ST6
cortado con Xhol/Bglll. Software: SnapGene. B. Fotografia de gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio, 1 a 10: ADN plasmidico digerido con Xhol/Bglll, MW:
Marcador de peso molecular, 1Kb (New England BioLabs®),
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Finalmente, el plasmido pAdTrack FSHb-ST6 de la muestra 1 (recuadro rojo, carril 1,

Figura 5B) fue amplificado a escala masiva, obteniéndose una concentracion de 800 ng/uL.

1.2. Construccion del plasmido transportador pAdTrack FSHb

El segundo vector transportador pAdTrack FSHb fue construido en base al plasmido
pAdTrack FSHb-ST6 obtenido previamente en la seccion anterior. Este vector transportador fue

construido como control, al no presentar ninguna modificacion postraduccional.

Para esta construccion, se elimind el fragmento IRES-ST6 (1844 bp) del plasmido
pAdTrack FSHb-ST6 (carril 2, Figura 6A) mediante digestion enzimética con la enzima Xbal,

resultando el plasmido transportador pAdTrack FSHb cuyo tamafio fue de 9823 bp (Figura 6B).

bp

9823 -

1844 -

Figura 6. Pasos de clonacion para la generacion del plasmido pAdTrack FSHb.
Nota: A. Digestion enzimatica del plasmido pAdTrack FSHb-ST6 con Xbal. Se obtienen
dos fragmentos (9823 bp y 1844 bp), MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New
England BioLabs®). B. 1: Plasmido resultante: pAdTrack FSHb
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En la Figura 7 se detallan los pasos realizados para el disefio del plasmido pAdTrack FSHb
utilizando el programa SnapGene. La secuencia IRES-ST6 fue eliminada del pAdTrack FSHb-ST6

para formar el plasmido pAdTrack FSHb, cuyo tamafio fue de 9823 bp.
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Figura 7. Pasos de clonacién para la generacién del plasmido pAdTrack FSHb. Software:
SnapGene.

Nota: EI fragmento genémico de 1844 bp correspondiente IRES-ST6 fue eliminado del plasmido
pAdTrack FSHb-ST6 usando los sitios de restriccion de Xbal (A). Como resultado de la ligacion,
se obtuvo el plasmido de 9823 pb denominado pAdTrack FSHb (B).

Ademas, para la amplificacion del plasmido pAdTrack FSHb se transformaron bacterias E.
coli. Como resultado de la transformacion fueron seleccionadas 2 colonias cuyos ADN plasmidicos
se purificaron para realizar un chequeo por restriccion de la correcta construccién del plasmido
pAdTrack FSHb. Se realizaron dos screening mediante digestiones enzimaticas, uno con la enzima

EcoRl y el segundo con el conjunto de enzimas EcoRI/Ndel, las cuales estan ubicadas en el mapa

de restriccion del plasmido.

De acuerdo al software SnapGene, la digestion del pAdTrack FSHb con la enzima EcoRI

resultd en dos bandas de 6476 bp y 3347 bp (carril 2, Figura 8A). Y, la digestion con el conjunto
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de enzimas EcoRI/Ndel forman 4 bandas de 5601 bp, 2473 bp, 875 bp y 874 bp (carril 3, Figura
8A). En la Figura 8B observamos que las 2 muestras presentaron patrones de bandas similares a lo
simulado con el software. Esto comprueba que ambas muestras contenian el plasmido pAdTrack

FSHb comprobado por digestién enzimatica y que el plasmido fue construido correctamente.

bp
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Figura 8. Evaluacion de transformantes con el plasmido pAdTrack FSHb
Nota: A. Simulacion en gel de digestion enzimatica del plasmido pAdTrack FSHb 1:
pAdTrack FSHb digerido con EcoRl, 2: pAdTrack FSHb digerido con EcoRI/Ndel.
Software: SnapGene. B. Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
1y 2: muestraly 2 de ADN plasmidico digerido con EcoRI, 3y 4: muestraly 2 de
ADN plasmidico digerido con EcoRI/Ndel, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New
England BioLabs®).

Finalmente, el plasmido pAdTrack FSHb de la muestra 1 (recuadro rojo, carril 1y 4, Figura
8B) fue amplificado a escala masiva, obteniéndose una concentracion de 700 ng/uL del plasmido

pAdTrack FSHb.
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Los plasmidos transportadores obtenidos (pAd Track FSHb-ST6 y pAd Track FSHb)
contenian parte del genoma del adenovirus humano serotipo 5 (Ad5), una sefal de
empaquetamiento (requerida para la produccion viral en células mamiferas), un casete de expresion

de GFP y las secuencias FSHb-ST6 o FSHb.

Una vez obtenidos los dos plasmidos transportadores pAd Track FSHb-ST6 y pAd Track

FSHb, los resultados continuaron con la obtencidn de dos plasmidos recombinantes.

1.3. Generacion de plasmidos recombinantes por recombinacién homéloga.

Para garantizar la insercion de las secuencias FSHb y FSHb-ST6, provenientes de los
plasmidos transportadores, en el pAdEasy-1 variante comercial fue necesaria realizar una

recombinacion homologa.

El plasmido pAdEasy-1 contenia el genoma del Ad5 delecionado en los genes tempranos
E1l y E3. La eliminacion de estos dos genes virales cred un espacio para la insercion de ADN

exogeno y elimind la capacidad de auto-replicacion de los adenovirus.

Para construir los plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb, primero
fueron linealizados ambos plasmidos transportadores pAdTrack FSHb-ST6 (11667 bp) y

pAdTrack FSHb (9823 bp) (carriles 3, Figura 9A y B).
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Figura 9. Linealizacion plasmidos pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack FSHb.

Nota: A. Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. 1: vector
pAdTrack FSHb-ST6 circular, 2: vector pAdTrack FSHb-ST6 lineal, MW: Marcador de
peso molecular, 1Kb (New England BioLabs®). B. Fotografia de gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio. 1: vector pAdTrack FSHb circular, 2: vector pAdTrack
FSHb, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New England BioLabs®)

Consecutivamente, los plasmidos transportadores pAdTrack FSHb-ST6 y pAdTrack FSHb
lineales fueron co-transformados junto con el plasmido pAd-Easy-1 en bacterias E. coli BJ5183,
en las cuales se dio la recombinacién homologa, obteniéndose los plasmidos recombinantes

pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb.

Cabe recalcar que el vector pAdEasy-1 tuvo un peso molecular aproximado de 33,5 kb, por
lo que se estimd que los plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb tenian
un peso de aproximadamente 40 kb cada uno, tamafio aproximado en el manual AdEasyTM Vector

System y comprobado en la Figura 10.



43

B
W |
Kb Kb
Al ™ 40 ~ 40

Figura 10. Plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb
Nota: A: Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. 1: Plasmido
recombinante pAdEasy FSHb-ST6, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New
England BioLabs®). B: Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
1: Plasmido recombinante pAdEasy FSHb.

Después, se realizé un chequeo mediante digestion enzimatica para comprobar la correcta
construccién de los plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb en las
diferentes colonias bacterianas. Para el screening se utilizo la enzima Pacl por recomendacion del
manual AdEasyTM Vector System. La digestion con Pacl de los plasmidos recombinantes resulta
en dos fragmentos segun el manual AdEasyTM, el uno de aproximadamente 35 kb y el otro de 3,5
kb a 4,5kb. Se esperaban estos fragmentos al evaluar los posibles recombinantes pAdEasy FSHb-

ST6 y pAdEasy FSHb.

La Figura 11 corresponde con el screening de las colonias transformadas con el plasmido
recombinante pAdEasy FSHb-ST6, en la cual se observd que se obtuvieron dos fragmentos de 35

kb y 4,5 kb de los plasmidos digeridos de las colonias 1 y 3 (carriles 1y 3), lo que permitié catalogar
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a estas muestras como transformantes positivos del plasmido recombinante pAdEasy FSHb-ST®,
lo que no ocurrié con la muestra 2 (carril 3), ya que, ademas de los fragmentos que se obtienen
normalmente de 35 kb y 4,5 kb, present6 una banda extra de aproximadamente 3 kb, no predicho
en el manual AdEasyTM. EIl fragmento extra de 3kb pudo ser obtenido por una modificacion del

plasmido debido a recombinaciones no deseadas en la cepa BJ5183.

Figura 11. Evaluacion de recombinantes pAdEasy FSHb-ST6
Nota: 1 a 3: Plasmidos digeridos con Pacl, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New
England BioLabs®).
La Figura 12 corresponde a la evaluacion de las colonias transformadas con el plasmido
recombinante pAdEasy FSHb, se observa que los plasmidos aislados de las colonias 1y 2 (carriles
2 y 3) fueron identificadas como recombinantes positivos ya que se obtuvieron dos fragmentos de

35 kb y 4,5 kb, no ocurriendo con las muestras 3 y 4 (carril 4 y 5), ya que, en ambos casos, el

tamario de la banda pequefia fue de aproximadamente 2,5 kb, no expuesto en el manual AdEasyTM.
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El fragmento de 2,5 kb suponemos fue obtenido por una modificacion del plasmido debido a

recombinaciones no deseadas en la cepa BJ5183.

Figura 12. Evaluacion de recombinantes pAdEasy FSHb
Nota: Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. 1 a 4: Plasmidos
digeridos con Pacl, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New England BioLabs®).
Una vez que se confirmo la correcta construccién de los plasmidos recombinantes pAdEasy
FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb, se seleccionaron y fueron aislados de la cepa BJ5183 y propagados
en otra cepa E. coli (DH5a). La cepa DH5a fue utilizada por su baja actividad de recombinacion,
logrando la amplificacién masiva de los plasmidos recombinantes sin que sufran modificaciones

no deseadas en su estructura, lo que podria haber ocurrido si los plasmidos permanecian en la cepa

BJ5183.
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Con la amplificacion y purificacion de ambos constructos pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy

FSHb se obtuvieron concentraciones de 602,25 ng/pL y 750 ng/pL, respectivamente.

Definitivamente logramos con éxito los dos plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6
y pAdEasy FSHb que contienen: el genoma del Ad5 delecionado en la regién E1 (Util en la
replicacion viral), la secuencia correspondiente a FSHb o FSHb-ST6, ademéas de una sefial de
empaquetamiento para la transfeccion en células empaquetadoras. El trabajo de investigacion

continud con la construccion de los adenovirus replicativos.

1.4. Transfeccion de plasmidos recombinantes adenovirales.

Para formar los adenovirus recombinantes, fue aprovechada la sefial de empaquetamiento
que contienen los plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb. Ademas, la
linea celular HEK 293 A provee la region E1 (ausente en plasmidos recombinantes) para formar

los adenovirus recombinantes replicativos.

Primero, cada plasmido recombinante pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb fue digerido
con la enzima de restriccion Pacl, obteniéndose dos fragmentos de 35 kb y 4,5 kb (carril 2, Figura
13A-B), lo cual sugiere la correcta digestion de los plasmidos recombinantes de acuerdo con el

manual AdEasyTM Vector System, como se habia explicado anteriormente.
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Figura 13. Analisis de restriccion de plasmidos recombinantes pAdTrack FSHb-ST6 y
pAdTrack FSHb con Pacl.

Nota: A. Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. 1: vector
recombinante pAdTrack FSHb-ST6 lineal, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb (New
England BioLabs®). B. Fotografia de gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
1: vector recombinante pAdTrack FSHb lineal, MW: Marcador de peso molecular, 1Kb

(New England BioLabs®).

Para formar los adenovirus recombinantes se realizé la transfeccion de cada plasmido
recombinante digerido (pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb) en la linea celular HEK-293 A. La
eficiencia de transfeccion de los plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb
se monitoreo con la deteccién de GFP mediante observacion directa del cultivo en el microscopio
de fluorescencia (Figura 14A), en donde se observan células HEK-293A emitiendo fluorescencia
verde debido al ingreso de los plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb,

los cuales contienen un casete de expresion para GFP.
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La formacion de halos de lisis alrededor de las células HEK 293 A fue un indicativo de la
correcta formacion de virus, lo que pudimos corroborar de 10-14 dias post-transfeccion como se
observa en la Figura 14B. Con este procedimiento, se logro la correcta formacién de los adenovirus
con capacidad de replicacion AdFSH-ST6 y AdFSH, los cuales podran replicarse en células

mamiferas gracias a que ya cuentan con la region replicativa E1

Figura 14. Generacion de vectores adenovirales AAFSH-ST6 y AdFSH en la linea de
empaquetamiento HEK-293A
Nota: A: Transfeccion del genoma adenoviral recombinante (AdFSH-ST6 y AdFSH) en
la linea celular HEK-293 A.
B: Formacion de halos de lisis. Microfotografias en campo oscuro con luz UV (40X).

2. Amplificacion de los vectores adenovirales AdFSHb-ST6 y AdFSHb

Ambos adenovirus recombinantes AdFSHb-ST6 y AdFSHb fueron amplificados para
disponer de la concentracion suficiente y que sea posible transformar tanto células en cultivo como

la glandula mamaria de cabra, la misma que, para ser transfectada necesita altos titulos virales.
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Para la multiplicacion de los adenovirus recombinantes AdFSHb-ST6 y AdFSHb fueron
necesarios varios pases de infeccion en la linea celular HEK-293A, garantizando altos titulos

virales.

Como se observa en la Figura 15 A y B existié un incremento en el efecto citopatico y en
la expresion de GFP a las 48 horas de transfeccion, lo que sugirié que los adenovirus recombinantes

(AdFSHb-ST6 y AdFSHb) se multiplicaron correctamente en la linea celular HEK 293 A.

Figura 15. Amplificacion de AJFSH-ST6 y AdFSH en la linea celular HEK-293 A
Nota: A: Amplificacion 24 h post-infeccion. B: Amplificacion 48 h post-infeccion.
Microfotografias en campo oscuro con luz UV (100X).

Los adenovirus recombinantes AdFSHb-ST6 y AdFSHDb, al tener la capacidad de infectar
células mamiferas, sirvieron como herramienta para la expresion de las proteinas FSHb y FSHb-
ST6. Para lograr la expresion de FSHb y FSHb-ST6, se utilizaron células en cultivo y glandula

mamaria de cabras. Estos resultados se detallan a continuacion.
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3. Expresion de las variantes de FSH bovina en células SiHa

Utilizamos la linea celular SiHa para realizar un screening de expresion de las proteinas
recombinantes FSHb y FSHb-ST6 mediante transduccion de los adenovirus recombinantes
AdFSHb-ST6 y AdFSHDb en estas células. Esto fue posible ya que las células SiHa tienen la ventaja
de expresar en su superficie celular los receptores coxsackie adenovirus (CAR) que permiten la

transduccion de adenovirus y asi la expresion de genes exdgenos.

El seguimiento del experimento se realizé observando la expresion de GFP y el efecto
citopético en los cultivos SiHa transformados con los adenovirus recombinantes AAFSH-ST6 y
AdFSH. Como se observa en la Figura 16, el efecto citopéatico incrementd en los cultivos a las 48
horas post-transduccion (Figura 16C), indicando la correcta replicacion de los adenovirus en
celulas SiHa. Ademaés, el aumento del color verde intenso a las 48 horas se correlaciona con
elevados niveles de expresion de GFP intracelular. Esto indicé que la infeccion de células SiHa
con los adenovirus recombinantes fue exitosa y que las proteinas recombinantes FSHb y FSHb-

ST6 podrian ser expresadas en cultivo junto con la proteina GFP.
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Figura 16. Cultivo de células SiHa transducidas con AdFSH-ST6 y AdFSH.
Nota: A: Control de células SiHa sin transducir, B: Células SiHa 24 horas post
transduccion, C: Células SiHa 48 horas post transduccion. Microfotografias en campo
oscuro con luz UV (100X)

Finalmente, se requirié corroborar que las proteinas FSHb-ST6 y FSHb fueron efectivamente
expresadas por las células SiHa en el medio de cultivo. En el disefio de ambas proteinas (FSHb-
ST6 y FSHb) incluimos una tag de histidina, el mismo que fue utilizado para la inmuno-
identificacion de FSHb-ST6 y FSHb utilizando el marcaje con un anticuerpo anti-histidina (anti-

6xHis).

En la Figura 17, se observo la presencia de ambos productos de 42 kDa expresados en
células SiHa, tanto para la proteina recombinante FSHb (carril 3), como para FSHb-ST6 (carril 4).
Ademas, como control positivo se utilizd una FSH humana previamente desarrollada en el

laboratorio cuyo peso molecular es similar a la FSH bovina, de 42 kDa (carril 1).
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Figura 17. Andlisis de la expresion de FSHb-ST6 y FSHb en la linea celular SiHa
transducidas con AdFSHb-ST6 y AdFSHb.

Nota: Western blot, utilizando un anticuerpo anti-His en una dilucién 1/5000, seguido de
un anti-1gG de ratén en una dilucién 1/10 000. C+: Control positivo FSH humana, MW:
Marcador de peso molecular AccuRuler RGB Plus Prestained Protein Ladder (kDa), 1:
FSHb a partir de medio de cultivo de SiHa a las 48 horas, 2: FSHb-ST6 a partir de medio
de cultivo de SiHa a las 48 horas, C-: control negativo, medio de cultivo de células no
transducidas.

Con este resultado, comprobamos que linea celular SiHa expresé con éxito proteinas
mediante la transfeccion con adenovirus. Ademas, fue demostrado que las proteinas expresadas se
trataban de las proteinas recombinantes FSHb-ST6 y FSHb debido al correcto marcaje con el

anticuerpo anti-histidina ademas, la talla esperada de 42 kDa fue la correspondiente.

Una vez concluidos los experimentos in vitro, llevamos a cabo la expresion de las proteinas
recombinantes FSHb y FSHb-ST6 utilizando la glandula mamaria de cabra como biorreactor. Estos

resultados se detallan en la siguiente seccion.
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4. Expresion de las variantes de FSH bovina en glandula mamaria de cabra

La transduccion in situ del epitelio mamario con vectores adenovirales permitié obtener
altas cantidades de proteinas recombinantes en leche. El analisis de la expresion de las proteinas
recombinantes FSHb y FSHb-ST6, al igual que en la seccion anterior, tomd ventaja del tag de

histidina presentes en ambas proteinas.

Como se observa en el Western Blot de la Figura 18A (carriles 1-7), la expresion de la
proteina FSHb-ST6, de aproximadamente 42 kDa, fue lograda satisfactoriamente, obteniéndose la
FSHb-STG6 en leche a partir del siguiente dia (D1) en que el virus AdFSHb-ST6 fue inoculado en

la cabra.

Asimismo, en el Western Blot de la Figura 18B (carriles 1-7) observamos que la proteina
FSHb, de aproximadamente 42 kDa, se obtuvo en leche a partir del siguiente dia (D1) en que el
virus AdFSHb fue inoculado en la cabra. Como control negativo en ambos ensayos se utilizo el
suero de leche de glandula mamaria no transducida y como control positivo la FSH humana

desarrollada previamente en el laboratorio, también de 42 kDa aproximadamente

También, evidenciamos que, la expresion de ambas proteinas FSHb y FSHb-ST6 (Figura
18A y B) disminuyé con el tiempo, sugiriendo una neutralizacion por anticuerpos anti-adenovirus

producidos por la cabra. Lo cual impide la posterior reutilizacion de este sistema en ese animal.
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Figura 18. Analisis de la expresion de FSHb-ST6 y FSHb en glandula mamaria de cabras

transducidas con AdFSHb-ST6 y AdFSHb.

Nota: Western blot, utilizando un anticuerpo anti-His en una dilucion 1/5000, seguido de
un anti-lgG de ratén en una dilucion 1/10 000. C+: Control positivo FSH humana, C-:
control negativo, suero de leche de glandula mamaria de cabra no transducida. MW:

Marcador de peso molecular AccuRuler RGB Plus Prestained Protein Ladder (kDa). A:
D1-D10: FSHb-ST6 a partir de suero de leche de dias 1, 3, 4,5, 7,9y 10, B: D1-D10:

FSHb a partir de suero de leche de dias 1, 3, 4, 5, 7, 9 y 10.

Una vez obtenidas las proteinas recombinantes FSHb y FSHb-ST6, los resultados fueron
dirigidos a la purificacion de ambas proteinas para los ensayos subsecuentes de analisis del patron

de glicosilacién y actividad de las hormonas en un modelo animal.
5. Analisis del patréon de glicosilacion y actividad foliculo estimulante

Se llevd a cabo la purificacion de las proteinas recombinantes FSHb y FSHb-ST6 obtenidas
en cultivo de células SiHa para eliminar otras proteinas producidas por las células que no eran de
nuestro interés. Para lo cual, tomamos en cuenta la presencia del tag de histidina en ambas
proteinas, por lo que, fue realizada con la matriz IMAC Sepharose High Performance cargada con

Sulfato de niquel.
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Iniciamos por la purificacion de la proteina FSHb del medio de cultivo de SiHa, siendo el
medio de cultivo la fraccidn inicial de purificacion. Como resultado de la purificacion se obtuvieron
4 fracciones: fraccion no unida (denominada NB), fraccion de equilibrio (denominada EQ),
fraccion de lavado (denominada W) y fraccién de elucién (denominada E). La fraccidn de elucién

es la cual contiene la proteina de interés después de la purificacion.

En la Figura 19 se observd que la muestra de cultivo inicial de proteina FSHb quedo
atrapada en la matriz de purificacion y no se descargd en ninguna fraccion ya sea fraccion no unida,
de equilibrio, de lavado, o de elucidn. Esto se constato debido a la presencia de proteina Unicamente
en la fraccién inicial (carril 3) ya que en los demas carriles (4-7) no se detecta la presencia de

proteina FSHb, por lo que, desafortunadamente, esta muestra se perdio.

Figura 19. Andlisis de la purificacion de FSHb con la matriz IMAC Sepharose High
Performance
Nota: Western blot de proteinas expresadas en cultivo celular SiHa, utilizando un
anticuerpo anti-His en una dilucion 1/5000, seguido de un anti-IgG de raton en una dilucion 1/10
000. I: fraccion inicial, NB: fraccion no unida, EQ: solucion de equilibrio, W: solucion de
lavado, E: solucion de elucion.
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Este método de purificacion requiere posiblemente de otras condiciones para obtener las
proteinas recombinantes FSHb y FSHb-ST6 puras y con los resultados hasta aqui obtenidos
pudimos confirmar que se expresaron por via recombinante dos variantes de la hormona foliculo
estimulante (FSH) bovina, una de ellas conteniendo la secuencia de la sialiltransferasa ST6. Estas
modificaciones en la estructura de la FSH son Utiles para lograr un aumento en la bioactividad en
circulacién de la FSH bovina, reduciendo las dosis de administracion y permitiendo un manejo méas
facil de los animales. Ademas, se elimina el riesgo de contaminacién con otras hormonas, logrando

obtener la FSH bovina pura.
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CAPITULO5

DISCUSION

Varios investigadores han usado diferentes sistemas de expresion para producir hormonas
puras recombinantes (Gifre, Aris, Bach, & Garcia-Fruit6s, 2017). La produccion de este tipo de
proteinas ofrece una manera segura, eficiente y econémica de superar la necesidad de productos

biofarmacéuticos (Colman, 1998).

Especificamente, la expresion de la FSH bovina se ha llevado a cabo en varios sistemas de
expresion como en levaduras (Qian et al., 2009; Samaddar, Catterall, & Dighe, 1997), lineas
celulares de mamiferos (Min et al., 2003; Wilson et al., 1993), células de insectos (van de Wiel et
al., 1998), plantas (Dirnberger et al., 2001), glandula mamaria de ratonas (Greenberg et al., 1991)
y glandula mamaria de conejas (Coulibaly et al., 2002). La linea células de ovario de hamster chino
(CHO) se ha elegido preferiblemente para producir proteinas recombinantes a nivel comercial,
como es el caso de la FSH bovina. Sin embargo, Khodarovich (2013) concluye que el cultivo de
células de mamiferos es caro debido al uso de medios de crecimiento y suplementos costosos,

ademas de su lento crecimiento (Khodarovich, Goldman, Sadchikova, & Georgiev, 2013).

El desarrollo de proteinas en la leche de animales genera productos de alta calidad y
rentables, preservando el bienestar animal (Castro, Toledo, Sdnchez, & Rodriguez, 2010). Es por

esta razon que se ha buscado desarrollar la FSH bovina recombinante en un sistema de expresion
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de alto rendimiento, como lo es la glandula mamaria de cabra. Ademas, se ha incorporado una
modificacion que permitird el aumento de la bioactividad en circulacion, lo cual, ha sido una

problematica sin resolverse.

Recientemente, la leche de cabra se ha utilizado por su mayor expresion de proteinas
recombinantes (cientos de kilogramos por afio) a diferencia de otros mamiferos pequefios como
conejos o ratones que producen menores cantidades de proteinas recombinantes (kilogramos por
afio), como se ha visto en la investigacion de Fan & Watanabe (2003). Adicionalmente, una cabra
lactante puede producir hasta 600-800 L de leche por afio en comparacién con otros animales como
el raton que produce 0,0015 L, el conejo con 1-1,5 L y cerdos y ovejas que producen 200-400 L de
leche. Cada litro de leche de cabra puede contener aproximadamente 5 g de proteina recombinante,
llegando a producir 4 kg de proteina por afio (Wang et al., 2013), a diferencia en conejos cuya
produccion es de 0,002 kg de proteina recombinante, y en cerdos y ovejas con una produccion de

1,5kgy 2,5 kg, respectivamente (Houdebine, 2009).

Se han desarrollado varias proteinas recombinantes en la leche de cabras no transgénicas,
especialmente proteinas humanas como la antitrombina 11, producida por Yang et al. (2009), la
hormona de crecimiento, producida por Sanchez, Toledo, Rodriguez, & Castro (2004), la
eritropoyetina (J. R. Toledo et al., 2006), entre otras proteinas (Moura et al., 2011). La transduccién
in vivo de la glandula mamaria ha sido presentada como una alternativa rapida y costo-efectiva

para llevar a cabo la expresion de proteinas por las células epiteliales mamarias. Ademas, para
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lograr la transduccién in vivo se puede tomar ventaja de vectores adenovirales como herramientas

para la expresion de genes exdgenos (Sanchez et al., 2004).

Los adenovirus recombinantes representan una herramienta versatil para la transduccion de
la mayoria de tipos celulares y tejidos (Lee, Bishop, Zhang, Yu, Farina, Yan, Zhao, Zeng, et al.,
2017). Varias caracteristicas han hecho de estos virus los vectores de eleccion para la entrega de
transgenes. Por ejemplo, su estabilidad genética, su alta eficiencia de transduccion, su facilidad de
produccion a larga escala (He et al., 1998) y la posibilidad de obtener altos titulos virales (1 x 10
particulas/mL), a diferencia de otros vectores como virus adeno-asociados (AAV) (1 x 101
particulas/mL), lentivirus (1 x 10° particulas/mL), virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) (1 x 10°
particulas/mL) y baculovirus (2 x 108 particulas/mL) (Lee, Bishop, Zhang, Yu, Farina, Yan, Zhao,

Zeng, et al., 2017), lo que lo hace uno de los sistemas mas eficientes.

Convencionalmente, se ha utilizado el adenovirus humano tipo 5 (Ad5) para la construccion
de vectores adenovirales. Su genoma esta organizado en genes tempranos (E1, E2a, E2b, E3 y E4),
intermedios (IVA2, IX) y tardios (L1, L2, L3, L4 y L5). La mayoria de los vectores adenovirales
son construidos a partir del Ad5, en los cuales los genes E1 (que participa en la replicacion del
virus) y E3 (que participa en la modulacion de la respuesta inmune de las células infectadas) son
delecionados (Sharon & Kamen, 2018). Las regiones E1 y E3 son reemplazados por un casete de

hasta 7,5 kb logrando la expresion de genes exogenos (Wold, 2013). Dichos vectores ademas han
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sido ampliamente utilizados como vacunas expresando proteinas antigénicas foraneas o

aplicandolos como terapia génica (Deal, Pekosz, & Ketner, 2013), demostrando su gran eficiencia.

El método més usado para generar adenovirus recombinantes es el sistema AdEasyTM-
Vector System, el cual se basa en la recombinacion homdéloga entre el vector pAdEasy-1, que
contiene el genoma adenoviral delecionado en E1 y E3, y un vector “transportador” que contiene
secuencias del genoma adenoviral y el casete de expresion que reemplaza a E1 como lo detallan
Lee y colaboradores (2017). El sistema comercial AdEasy™-Vector System ha demostrado ser un
sistema robusto para la generacién de adenovirus recombinantes y ha sido ampliamente utilizado
como sistema de transferencia de genes exdgenos en varios estudios (J. Luo et al., 2007; J. R.

Toledo et al., 2008, 2006; Yang et al., 2009).

En el disefio del vector transportador pAdTrack FSHb-ST6 se incorpor6 un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES), el cual ha sido reportado que permite la expresion de dos genes con
alto rendimiento. En este caso, ambos genes (FSHb y ST6) dependen del mismo promotor CMV.
El IRES permite el inicio de la transcripciéon cap-independiente del gen aguas abajo (FSHb),
mientras que el inicio de la transcripcion del gen aguas arriba es cap-dependiente (ST6),
permitiendo la transcripcion de ambos genes en un solo ARNm (Komar & Hatzoglou, 2011). Esta
estrategia ha sido utilizada ademas por Yang (2009) para expresar la antitrombina humana junto

con la proteina GFP, obteniendo una alta expresion de ambas proteinas.
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La recombinacion homologa es un paso clave para la construccion de adenovirus
recombinantes y se realiza en la cepa BJ5183 de Escherichia coli, gracias a la actividad de la
proteina RecA, altamente eficiente en estas bacterias. Este paso es critico y se debe tener en cultivo
el menor tiempo posible debido a que la actividad RecA de las bacterias BJ5183 es alta y existe la
posibilidad de que se produzcan recombinaciones no deseadas y que la estructura del plasmido
recombinante se modifique (Lee, Bishop, Zhang, Yu, Farina, Yan, Zhao, Zeng, et al., 2017). Para
evitar esto, una vez formados los plasmidos recombinantes, se los extrae de las células BJ5183 para
amplificarlos en bacterias con recombinacion homdloga deficiente. En esta investigacion se
utilizaron bacterias DH5a. para amplificar los plasmidos recombinantes. Yang y colaboradores
(2009) también utilizaron bacterias DH5a para propagar el plasmido recombinante pAd-hAT
(antitrombina). Mientras que, Romualdo (2016) utiliz6 células E. coli TOP 10 para propagar un
plasmido de expresion de la eritropoyetina humana (Romualdo & Rojas, 2016), siendo un resultado

obtenido por este grupo de investigacion.

Los plasmidos resultantes de la recombinacion (pAdEasy-FSHb ST6 y pAdEasy-FSHDb) se
identificaron mediante andlisis de restriccion con la endonucleasa Pacl (Figura 13), obteniendo
fragmentos de 35 kb y 4,5kb, lo que coincidio con lo descrito en bibliografia (J. Luo et al., 2007).
Este patron de bandas indica, segun el manual AdEasyTM Vector System de Qbiogene, que la
recombinacion se logré exitosamente entre los origenes de replicacion y los brazos derechos de

ambos plasmidos recombinantes y el plasmido pAdEasy-1.
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Posterior a la recombinacion, se produce una molécula simple de ADN que codifica todos
los genes necesarios para la produccion de virus mediante la transfeccion en células
empaquetadoras (HEK-293 A) (J. Luo et al., 2007), para lo cual, se uso el reactivo Lipofectamine®
2000. Los liposomas cationicos se usan comunmente como reactivo de transfeccion para facilitar
el ingreso de DNA exogeno en las células (Hirko, Tang, & Hughes, 2003).Varios investigadores
han usado el reactivo Lipofectamine® 2000 obteniendo transfecciones exitosas en células HEK-
293 A para la construccion de adenovirus (Cardarelli et al., 2016; Romualdo & Rojas, 2016; J. R.

Toledo et al., 2006).

Posterior a la transfeccion, la expresion de GFP fue visible luego de 24 horas post
transfeccién en el 60-70% de las células, estimada cualitativamente, representando la fraccion de
las células que fueron transfectadas. Esta expresion no se desvanecio, y a los 10 dias post-
transfeccién empezaron a aparecer los halos de lisis (Figura 14). Los halos de lisis, segin Luo y
colaboradores (2007), son indicativos de que el vector viral comenzé a multiplicarse eficientemente

en la linea de empaquetamiento.

La amplificacion de los virus y la expresion de estas proteinas recombinantes toma ventaja
del receptor coxsackie adenovirus (CAR) presente en la superficie basolateral de la mayoria de las
células mamiferas (Castro et al., 2010). La cantidad de receptores CAR en células SiHa junto con
el tropismo natural del adenovirus Ad5 por celulas mamiferas (Sharma, Li, Bangari, & Mittal,

2009), permitio la dptima transduccion de este modelo celular. En la investigacion de Benavente
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(2018), se obtuvieron resultados favorables en la expresion de una variante del antigeno tumoral
humano CA 125 de cancer de ovario, utilizando también la linea celular SiHa. Adicionalmente, la

expresion de FSH bovina no se ha reportado previamente en la linea celular SiHa.

Se ha reportado que, para la expresion de la eritropoyetina humana en la glandula mamaria
de cabra, fue utilizada una concentracion de 1x10° de VP/ml de adenovirus para la transduccion de
la glandula (J. R. Toledo et al., 2006). Por lo tanto, para la expresion de las proteinas FSHb y FSHb-
ST6 en la leche de cabra, la amplificacion de los adenovirus AdFSHb y AdFSH-ST6 en la linea de
empaquetamiento HEK 293 A fue un paso muy importante para obtener altos titulos virales. Por
otro lado, para la expresion de un candidato vacunal contra el virus de la fiebre porcina, los
adenovirus fueron infundidos en la glandula mamaria a una concentracion de 5x10° de VP/ml (J.
R. Toledo et al., 2008). En otra investigacion, en la cual expresan la antitrombina recombinante,
Yang y colaboradores (2009) utilizaron una concentracion de adenovirus de 1x10*° de VP/ml. Sin
embargo, en este trabajo, para la expresion de FSHb y FSHb-ST6, utilizamos un titulo de 2x108
VP/ml de adenovirus, demostrando que es posible lograr la expresion de proteinas recombinantes

aplicando una menor concentracion de virus, optimizando tiempo y recursos.

Si bien obtuvimos con éxito ambas proteinas FSHb y FSHb-ST6 en leche de cabra, su
expresion disminuy6 con el tiempo; lo cual, ha sido observado también en la expresion de otras
proteinas recombinantes usando la glandula mamaria de cabras (Russell et al., 2003; J. R. Toledo

et al., 2006; Yang et al., 2009). En un estudio previo de Pasieka, Guerin, & Mitchell (1967) se
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demostro la presencia de anticuerpos anti-adenovirus en la leche después de la infusion de
adenovirus en glandulas mamarias de cabra. Estos anticuerpos por ende podrian contribuir a la
disminucion de la expresion de estas proteinas. Sin embargo, el potencial de este sistema se refleja

en el alto rendimiento de la expresion de proteinas recombinantes por cada animal transfectado.

Desafortunadamente, la purificacion de la proteina FSHb a partir de medio de cultivo
celular de SiHa no fue exitosa con el protocolo previamente desarrollado ya que las proteinas se
quedaron unidas a la matriz de purificacion. En este caso se utilizd6 200 mM de imidazol como
solucidn de elucion. En bibliografia se reporta que, para la elucion de proteinas con tag de histidina
se debe utilizar una concentracion de al menos 200 mM de imidazol, como lo reportan Loughran,
Bree, & Walls (2017) el cual, al ser un analogo de histidina eluye competitivamente los residuos
de polihistidina unidos. Con estos antecedentes, se deberia probar mayores concentraciones de
imidazol para eluir la proteina de interés y apoyarnos en otro protocolo de purificacién. Ademas,
si altas concentraciones de imidazol no son adecuadas para la elucién, el pH de la columna puede
disminuirse para eluir la proteina recombinante. Al bajar el pH, el anillo de histidina se protona y
la proteina etiquetada con histidina se desprende de la columna, como lo detallan Bornhorst &
Falke (2000). Con este resultado desfavorable, no se pudo continuar con el analisis de glicosilacion

ni la actividad foliculo estimulante.

En esta investigacion se han afiadido modificaciones en la estructura de la FSHb al

incorporar la secuencia ST6GALL. La enzima B-galactosido-o2,6-sialiltransferasa (ST6GALL)
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transfiere acido sialico con enlace 02,6 a la galactosa terminal de muchas glicoproteinas,
incluyendo la FSH, estableciendo el patron de glicosilacion final (Kuhn et al., 2013). Se ha
corroborado que esta adicion de glicanos es importante para el ensamblaje, integridad, secrecion y
transduccion de sefiales en las subunidades o y p de la FSH (Ulloa-Aguirre, Timossi, Damian-
Matsumura, & Dias, 1999). Los glicanos pueden llevar diferentes tipos de modificaciones
postraduccionales como fucosilaciones, sulfataciones y sialilaciones parciales o completas con
enlaces 02,3 y 02,6 (Dalpathado et al., 2006). Sin embargo, la FSH producida naturalmente

contiene glicanos con una mezcla de acidos sialicos con enlaces 02,3 y 02,6 (Kumar, 2016).

Cabe destacar que la adicion de glicanos no ha sido probada en la FSH bovina. Sin embargo,
la adicion de dos formas de &cido sidlico (02,3 y ¢2,6) se ha logrado en la FSH humana
(Cottingham, Plaksin, & White, 2017), usando la linea celular Per.C6 (células de retina humana

embrionaria) como sistema de expresion.

Previamente, se ha demostrado el rol de las glicosilaciones en la bioactividad en circulacion
de la FSH. En un estudio se evalud el aclaramiento de dos variantes de FSH humana en ratas, una
con un contenido mayor de &cido siélico, la cual mostro una tasa de aclaramiento menor (0.14
ml/min) a comparacion de la FSH nativa (0.34 ml/min) (Alfredo Ulloa-Aguirre, Timossi, Barrios-
de-Tomasi, Maldonado, & Nayudu, 2003). Como consecuencia, se ha visto que la exposicion de
residuos de galactosa en la FSH aumenta significativamente su tasa de aclaramiento del plasma.

Asi, las glicoformas de FSH mas sialiladas circulan por un mayor tiempo que sus formas menos
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acidas o menos sialiladas ( a Ulloa-Aguirre et al., 1999). En otro estudio, trataron a corderos con
dos preparaciones de FSH ovina, una purificada nativa y otra tratada con neuraminidasa. La
hormona &cida o sialilada estimulé mejor la produccion de estradiol y el crecimiento de los

foliculos estrogénicos que la hormona menos acida (West et al., 2002).

El desarrollo de FSH sigue siendo un desafio en el mundo cientifico, muchos sistemas de
expresion podrian probarse para obtener mejores rendimientos. Las variantes de FSH de alta
pureza, eficiencia y estabilidad se pueden usar en el ganado para obtener un mayor nimero de
6vulos y la posterior produccion de embriones de una vaca seleccionada y asi reducir el tiempo
generacional y aumentar el potencial genético de su descendencia. La FSH bovina es de gran
importancia en la produccion de ganado con una alta implicacién econémica. El objetivo de la
aplicacion de FSH pura en los protocolos de superovulacion es prevenir las variaciones en la
calidad y cantidad de ovocitos. Ademas, que con las modificaciones en su estructura presente una

mayor vida media en circulacion.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Se llevd a cabo la expresién de ambas proteinas recombinantes FSHb y FSHb-ST6 en
glandula mamaria de cabra transformada, utilizando adenovirus recombinantes como
herramientas de transduccion de la glandula mamaria.

Generamos vectores adenovirales conteniendo la secuencia de la FSH bovina, ademas
incluimos la secuencia de la enzima ST6 para conferir un patron de glicosilacion mayor
otorgando a la FSH una mayor bioactividad en circulacion.

La formacion de los adenovirus recombinantes replicativos se llevo a cabo en la linea de
empaquetamiento HEK 293A gracias a que las células complementan la region E1 (de
replicacion), ausente en plasmidos recombinantes.

La expresion de las proteinas recombinantes FSHb y FSHb-ST6 se logré ademas a nivel in
vitro en células SiHa, aprovechando la expresion de receptores coxsackie adenovirus
(CAR) que expresan estas células.

Los resultados demuestran que la transduccion del epitelio mamario de la cabra con un
vector adenoviral es una alternativa viable para la produccion de proteinas recombinantes
en leche, siendo un método més eficiente a comparacion del uso de lineas celulares.

Este trabajo presenta una variante de la FSH bovina recombinante con opcion a ser utilizada

en los protocolos de superovulacion del ganado vacuno para la obtencion de un mayor



68

namero de 6vulos y asi disminuir el tiempo generacional. Ademas, con la incorporacién de
la secuencia ST6, seran requeridas menos dosis de administracion de la FSH debido a un

aumento del tiempo de vida media.

RECOMENDACIONES

e Se podria afiadir la secuencia de la enzima ST3GAL1 ademas de la ST6GALL para
establecer un patron de glicosilacién mayor y mas acercado a la hormona nativa.

e Aplicar el sistema de amplificacion viral utilizando otras lineas celulares mucho mas
eficientes, como la linea celular PER.C6 derivada de células de retina embrionaria humana.

e Se podrian afadir mas técnicas de screening como reaccion de amplificacion por PCR a los
plasmidos recombinantes pAdEasy FSHb-ST6 y pAdEasy FSHb e identificar la presencia
del gen de la FSH bovina en ambos casos y de la secuencia ST6.

e Estandarizar los protocolos de purificacion para obtener las proteinas recombinantes FSHb
y FSHb-ST6 libres de contaminantes.

e Realizar la validacion del patrén de N-glicosilacién para determinar el tipo de estructuras
presentes en las proteinas.

e Unavez obtenidas las variantes de la FSH puras, se recomienda realizar ensayos en modelos

murinos para medir la capacidad superovulatoria de las hormonas.
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