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Resumen
El virus de la diarrea viral bovina (BVDv) produce la enfermedad con el mismo nombre que es
frecuente en la poblacién bovina a nivel mundial y genera importantes pérdidas econémicas para
las industrias ganadera, lactea y carnica. El BVDv causa infecciones permanentes que son de
consideraciéon debido a que los animales constituyen el principal reservorio de la enfermedad y
son la fuente mas importante de contagio. Los métodos actuales para el control de la enfermedad
se basan en la vacunacion y erradicacion del ganado persistentemente infectado (Pl). Sin
embargo, la vacunacién tradicional no permite diferenciar al ganado infectado del vacunado
debido a la alta variabilidad antigénica del virus y los métodos de deteccidn no permiten identificar
al ganado PI debido a su baja prevalencia. Por ese motivo, las vacunas de subunidades de
antigenos recombinantes, que combinan distintos subgenotipos virales, podrian ser una solucion
para el control del BVDv. En el presente trabajo se realizo la adaptacion a condiciones de cultivo
en suspension de células de ovario de hamster chino (CHO) productoras de uno de los antigenos
(E2) del BVDv subgenotipo 1b que formaré parte de un candidato vacunal multivalente contra el
BVDuv. El disefio experimental considero el incremento gradual por pasaje (10% y 20%), de medio
libre de suero y la adiciéon de suplementos iénicos de Ca*? y Mg*2. Durante la adaptacion la
adicion de suplementos no influy6é positivamente en la densidad celular, viabilidad y tiempo de
duplicacion del cultivo. La expresion de la proteina E21b fue mayor con el incremento del 20%
de medio libre de suero, obteniendo una productividad especifica superior al cultivo con
incremento del 10% por pasaje y al cultivo en condiciones adherentes. Las condiciones de cultivo
establecidas en el presente trabajo podrdn ser utilizadas en la obtencion de los otros

subgenotipos de BVDv.

Palabras clave: diarrea viral bovina, ganado persistentemente infectado, vacuna de

subunidades, adaptacion de cultivos celulares a suspensién, antigenos recombinantes
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Abstract

Bovine viral diarrhea virus (BVDv) causes the disease of the same name, which is frequent in the
cattle population worldwide and generates important economic losses for the cattle, dairy and
meat industries. BVDv causes permanent infections that are important because animals
constitute the main reservoir of the disease and are the most important source of contagion.
Current methods for disease control are based on vaccination and eradication of persistently
infected (PI) cattle. However, traditional vaccination cannot differentiate infected from vaccinated
cattle due to the high antigenic variability of the virus and detection methods cannot identify Pl
cattle due to their low prevalence. For that reason, recombinant antigen subunit vaccines, which
combine different viral subgenotypes, could be a solution for BVDv control. In the present work,
adaptation to suspension culture conditions of Chinese hamster ovary (CHO) cells producing one
of the antigens (E2) of BVDv subgenotype 1b that will be part of a multivalent vaccine candidate
against BVDv was performed. The experimental design considered the gradual increase by
passage (10% and 20%), of serum-free medium and the addition of Ca*? and Mg*? ionic
supplements. During adaptation, the addition of supplements did not positively influence cell
density, viability and culture doubling time. E21b protein expression was higher with the 20%
increase of serum-free medium, obtaining a specific productivity superior to the culture with 10%
increase per passage and to the culture under adherent conditions. The culture conditions

established in the present work could be used to obtain other BVDv subgenotypes.

Keywords: bovine viral diarrhea, persistently infected cattle, subunit vaccine, cell culture

to suspension adaptation, recombinant antigens
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Capitulo 1

Introduccioén

Formulacion del Problema

El virus de la diarrea viral bovina (BVDv) pertenece al género Pestivirus dentro de la
familia Flaviviridae (Wegelt et al., 2009) y es frecuente en la poblacion bovina a nivel mundial.
Este virus puede causar infecciones transitorias y permanentes dependiendo de la respuesta
antiviral del huésped. La infeccién por este virus, en cualquiera de sus formas, causa pérdidas
econdmicas significativas en las industrias ganadera, lactea y carnica (Houe, 1999; Riley et al.,

2019).

La diarrea viral bovina produce retraso del crecimiento, alta mortalidad, morbilidad,
disminucion en la produccion de leche, sacrificio prematuro, aumento en la incidencia de otras
enfermedades y provoca disfunciones reproductivas como aborto, infertilidad, crecimiento fetal
lento, teratogénesis, reabsorcién embrionaria, momificacion y muerte fetal (da Silva Silveira et

al., 2020; Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

El BVDv presenta dos biotipos definidos segun su capacidad para inducir apoptosis en
células infectadas: de tipo citopaticos (cp) o no citopaticos (ncp) (Isken et al., 2019; Zhang et
al., 2022). Este ultimo es la causa de las infecciones agudas de la enfermedad y de la
prevalencia de animales persistentemente infectados (PI) que son la fuente mas importante de
contagio (Lanyon et al., 2014). Los animales infectados con el biotipo ncp, prefiados hasta de
tres meses, pueden generar en su descendencia animales con malformaciones congénitas,
fallas en la fertilizacion, retorno al celo, mortinatos, abortos o el nacimiento de terneros Pl
(Lanyon et al., 2014; Tautz et al., 2015). Estos terneros son inmunotolerantes y el reservorio
principal de la enfermedad, por su capacidad de excretar el virus vivo en grandes cantidades a

través de sus fluidos corporales (Houe, 1999; Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).
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Resulta complejo calcular las pérdidas econdmicas producidas por un brote de BVDv
dentro de un rebafio ya que depende de la inmunidad inicial del rebafio, el estado de prefiez de
las vacas en el momento del contagio y la virulencia de la cepa presente (Houe, 1999; Nugroho
et al., 2022). La infeccién con cepas altamente virulentas, produce pérdidas econémicas de
aproximadamente $40000 - $100000 USD por rebafio y a nivel de poblacion las pérdidas
oscilan entre $10 y $40 millones USD por millén de partos (Houe, 1999, 2003). En programas
de erradicacion de la enfermedad realizados en Europa, se ha estimado un gasto anual de
aproximadamente $9 millones de USD durante los primeros tres afios, donde los esfuerzos se
centran en la erradicacion del virus (Givens & Newcomer, 2015). Posteriormente, en los
siguientes cuatros afios, los gastos disminuyen a cerca de $3.5 millones de USD anuales,
tiempo que se dedica a la vigilancia y control con el objetivo de reducir la prevalencia del BVDv
en los rebafios (Houe, 2003; Schweizer et al., 2021). Sin embargo, la rentabilidad de este tipo
de programas aun se mantiene en duda por los altos costos de inversion y la utilidad de las
medidas de control restringida a los rebafios en los que fue implementado (Houe, 2003; Lanyon

et al., 2014).
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Justificacion del Problema

Durante muchos afos, el diagndstico de la enfermedad permitié confirmar casos
clinicos, sacrificar animales contagiados o0 mantener animales Pl capaces de inducir una
inmunizacion activa del rebafio (Houe, 1999). Ademas, se crearon planes para erradicar la
enfermedad como la vacunacion o el uso de medidas de bioseguridad (Houe, 2003).
Posteriormente se implementaron diferentes estrategias para el control del BVDv: la estrategia
no sistematica que incluia alguna medida de control y la sistematica que buscaba reducir la
incidencia y prevalencia de las infecciones a largo plazo (Lindberg & Houe, 2005). En ambos

casos se incluia o no la vacunacién para el control del patégeno (Vargas et al., 2009).

En la actualidad los esfuerzos se han centrado en crear programas de control y
erradicacion del ganado PI, basadas en el uso eficiente de pruebas diagnésticas (Moennig &
Becher, 2018). Las metodologias mas utilizadas son: la deteccion de antigeno, la deteccién de

anticuerpos y la deteccién del genoma viral (Lanyon et al., 2014; Vargas et al., 2009).

Segun el tipo de resultado, se puede conocer la condicion del animal, es decir, los
animales que den negativo para anticuerpos (Ac), antigenos (Ag) y virus, son aquellos que
nunca estuvieron expuestos al patégeno (Lanyon et al., 2014; Schweizer et al., 2021). Los
animales inmunocompetentes que tienen una infeccién aguda dan positivo para Ac,
generalmente también para Ag y negativo para virus (Spetter et al., 2021). Finalmente, los que
tengan resultado positivo para Ag o virus, pero negativo para Ac, son los denominados Pl
(Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017; Lysholm et al., 2019). Como los animales PI
representan entre el 0,5y 2% de la poblacion bovina, no existen esquemas de muestreo que
permitan detectar al animal Pl sin analizar todo el rebafio (Peterhans et al., 2003a). Sin
embargo, por el peligro de contagio que representan estos animales, debe establecerse un
programa de vigilancia de los terneros nacidos durante nueve meses después de eliminar todos

los animales PI presentes en el rebafio (Saliki & Dubovi, 2004).
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Las metodologias para la deteccion de antigenos, anticuerpos o genoma viral
comprenden distintas técnicas como: inmunohistoquimica (IHC), ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) de captura o indirecto, hibridacién con sonda de acido nucleico,
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) y ensayos de
neutralizacion de virus (VNT) (Saliki & Dubovi, 2004). Estas técnicas son capaces de
diagnosticar la presencia del BVDv a partir de diferentes muestras (tejido, sangre, leche,
secreciones nasales, fluidos fetales, orina, semen, entre otro (Almeida et al., 2019). Sin
embargo, sus altos costos, tiempo de respuesta, probabilidad de obtener falsos positivos, y
dificultad para identificar animales PI, disminuyen la confianza para una deteccion y control
eficaz de la enfermedad en un rebafio (Houe et al., 2006; Lanyon et al., 2014).

Adicionalmente a las técnicas de diagndstico mencionadas, las vacunas contra el BVDv
han estado disponibles desde la década de 1960 demostrando su eficacia en el control de la
enfermedad reduciendo la propagacion de la infeccion en una poblacion con presencia del
virus, y disminuyendo los signos clinicos de los animales infectados (Ridpath, 2013).
Actualmente en el mercado nacional e internacional estan disponibles vacunas inactivadas o de
virus muerto (Kv) y las de virus vivo atenuado (MLV, del inglés modified-live virus). Las vacunas
Kv son las mas seguras, pero requieren de refuerzo cada 6 meses para mantener los niveles
de anticuerpos, mientras que las vacunas MLV generan anticuerpos que permanecen por
mucho mas tiempo (Vargas et al., 2009). A pesar de que las vacunas MLV ofrecen mayor
proteccion y tiempo de inmunidad, las Kv son las mas utilizadas debido a los problemas de
seguridad informados por la vacunacion con virus vivo atenuado durante la reproduccion y la
gestacion (Walz et al., 2018).

Los problemas mas comunes que presenta la vacunacion basada en la tecnologia
convencional son: el desarrollo de la enfermedad de las mucosas posvacunal (pvMD),
inmunosupresion generada por vacunas MLV, contaminacion debido al proceso de fabricacion

de las vacunas que utilizan suero fetal bovino (SFB) con presencia de BVDv, reversion de la
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virulencia, baja eficacia debido a la alta variabilidad antigénica del BVDv e imposibilidad de usar
una estrategia DIVA (del inglés, differentiating the infected from the vaccinated animals) para la
diferenciacion de animales infectados de los vacunados (Laureyns et al., 2010; Ridpath, 2013).

Las limitaciones antes mencionadas pudieran superarse mediante el desarrollo de
vacunas de subunidades que pueden inducir una respuesta inmune ante una gran variedad de
BVDv circulantes en la poblacién. Ademas, proveen mayor seguridad en términos de
transmisién horizontal y vertical (Bellido et al., 2021). La proteina E2, perteneciente a la capside
del virus, es el candidato mas adecuado para el desarrollo de este nuevo tipo de vacunas
debido a su alta capacidad inmunogénica y a la induccion de altos titulos de anticuerpos
neutralizantes (Pecora et al., 2015; Thomas et al., 2009). Ademas, estas vacunas permiten
diferenciar al ganado vacunado del infectado de forma natural (Thomas et al., 2009).

El desarrollo de vacunas de subunidades implica la produccion de proteinas
inmunogénicas a través de vectores de expresion que puedan ser introducidos a células que
actlen como fabricas productivas (Francis, 2018). Este es el caso de las células de mamiferos,
en especifico de las células de ovario de hamster chino (CHO) que han sido ampliamente
usadas en la produccion de biofarmacéuticos (Arthuso et al., 2012; Jukic et al., 2016). Las
caracteristicas que hacen que esta plataforma sea utilizada para la produccion de proteinas
recombinantes son: huéspedes seguros, alta productividad, producen modificaciones
postraduccionales necesarias para el plegamiento correcto de las proteinas (J. Y. Kim et al.,
2012), se adaptan a medios quimicamente definidos o libres de suero (Rosini & Pollegioni,
2022) y permite cultivos a gran escala (Tihanyi & Nyitray, 2020). En su mayoria, estas células
crecen de forma adherente con requerimientos de suero animal, lo que aumenta el riesgo de
introduccion de virus u otros agentes transmisibles, por lo que establecer una linea celular
capaz de proliferar en un cultivo en suspensién es uno de los pasos principales en la
produccion de biofarmacos (Walther et al., 2016). El desarrollo de vacunas de subunidades

implica la produccion de proteinas inmunogénicas a través de vectores de expresion que
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puedan ser introducidos a células que actien como fabricas productivas (Francis, 2018). Este
es el caso de las células de mamiferos, en especifico de las células de ovario de hdmster chino
(CHO) gue han sido ampliamente usadas en la produccién de biofarmacéuticos (Arthuso et al.,
2012; Juki¢ et al., 2016). Las caracteristicas que hacen que esta plataforma sea utilizada para
la produccion de proteinas recombinantes son: huéspedes seguros, alta productividad,
producen modificaciones postraduccionales necesarias para el plegamiento correcto de las
proteinas (J. Y. Kim et al., 2012), se adaptan a medios quimicamente definidos o libres de
suero (Rosini & Pollegioni, 2022) y permite cultivos a gran escala (Tihanyi & Nyitray, 2020). En
su mayoria, estas células crecen de forma adherente con requerimientos de suero animal, lo
gue aumenta el riesgo de introduccién de virus u otros agentes transmisibles, por lo que
establecer una linea celular capaz de proliferar en un cultivo en suspensioén es uno de los
pasos principales en la produccion de biofarmacos (Walther et al., 2016).

El presente estudio busca establecer las condiciones de cultivo en suspension de
células CHO transfectadas para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv. El
antigeno E2 luego de purificado sera utilizado para el desarrollo de un prototipo de vacuna

multivalente contra Diarrea Viral Bovina.
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Objetivos
Objetivo general
Establecer las condiciones de cultivo en suspensién para la expresién de la proteina E2

del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO.

Objetivos especificos
e Obtener la proteina E2 de células CHO en condiciones de cultivo adherente a partir del
clon productor previamente seleccionado
e Adaptar las células CHO del clon productor de proteina E2, del subgenotipo 1b a
condiciones de cultivo en suspension
e Determinar la productividad de expresion de proteina E2 en cada sistema de cultivo de
células CHO: adherente vs suspension.
Hipotesis
El rendimiento de produccién de la proteina E2 obtenida de células CHO en condiciones

de cultivo en suspension es mayor en relacion a la obtenida en condiciones adherentes.
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Capitulo 2

Marco Referencial

Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDv)

El virus de la diarrea viral bovina (BVDv) es un ARN monocatenario con polaridad
positiva y tamafio de 12,3 kb aproximadamente (Wegelt et al., 2009; Yesilbag et al., 2017).
Posee un unico marco de lectura abierto (ORF) que esté flanqueado por regiones no traducidas
(UTR) que son importantes para su replicacién (Darweesh et al., 2018; Kuca et al., 2020). El
ORF codifica una sola poliproteina que se escinde en doce proteinas maduras; cuatro
estructurales: la proteina C perteneciente a la capside, las proteinas E™, E1 y E2 que forman
parte de la envoltura y ocho no estructurales: NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B

(Figura 1) (Al-Kubati et al., 2021; Radtke & Tews, 2017; Yesilbag et al., 2017).

Figura 1
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Las proteinas mas destacadas a nivel inmunogénico de BVDv son las glicoproteinas
E™E1, E2 y la no estructural NS3 (Koethe et al., 2020; Riedel et al., 2020). La proteina E2 es
una glicoproteina que interviene en la entrada del virus a la célula huésped, por tanto, se ha
utilizado como candidato vacunal por su capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes
(Radtke & Tews, 2017; Wegelt et al., 2009). La E2 tiene un peso de aproximadamente 53-55
kDa, forma homodimeros y heterodimeros con E1, lo que determina el tropismo de las especies

(Koethe et al., 2020; Radtke & Tews, 2017).

La proteina E2 consta de cuatro epitopos en sus tres dominios: dos en el dominio | (90
aminoacidos) y dos en el dominio Il (78 aminoacidos) (Jelsma et al., 2013). EI dominio Il (175
aminodcidos) no contiene epitopos, pero es la parte mas conservada de la proteina (Li et al.,
2013). Sin embargo, estudios recientes incluyen sitios antigénicos en el dominio lll, lo que
sugiere la exposicion de toda la estructura de E2 a la superficie del virus, contribuyendo a la
respuesta inmunitaria contra el virus (Al-Kubati et al., 2021). La inmunogenicidad generada por
la E2 se ha documentado a través de la medicién de anticuerpos en animales infectados con el

virus (Koethe et al., 2020; Yesilbag et al., 2017).

El BVDv se clasifica genéticamente en dos especies, BVDv-1 perteneciente a los
Pestivirus A, con 21 subtipos (a-u) y BVDv-2 que pertenece a los Pestivirus B, con 4 subtipos
(a-d) (da Silva Silveira et al., 2020; Oguzoglu et al., 2019; Smith et al., 2017). Adicionalmente a
las mencionadas, se considera una nueva especie tipo HoBi, Pestivirus H o BVDv-3, con

similitudes genéticas y antigénicas al BVDv (Al-Kubati et al., 2021; Bauermann et al., 2013).
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Patologiay Transmision del BVDv

La infeccion con BVDv puede provocar desde sintomas subclinicos leves hasta
trastornos croénicos. Inicialmente las cepas de BVDv-2 se consideraban mas virulentas que las
BVDv-1, porque los casos graves de la enfermedad se observaban con mayor frecuencia
(Tautz et al., 2015). Sin embargo, existen casos donde su infeccion puede ser inaparente o

presentar sintomas leves (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

Existen dos tipos de transmision: la vertical que ocurre desde uno de los padres hacia
su decendencia y la horizontal que sucede entre animales por contacto directo (Schweizer et
al., 2021). La transmision vertical mas importante es la que genera animales Pl a partir de
hembras prefiadas infectadas, sin embargo, otras formas son: el semen (Nugroho et al., 2022),
la transferencia de embriones (Bielanski et al., 2009) y la infeccién por vacunas MLV
contaminadas (Falcone et al., 1999). Por otro lado, el contagio horizontal se produce debido a
fémites (alimento, agua, equipo contaminado), palpaciones, hacinamiento (contacto nasal),
secreciones-excreciones (orina, heces, leche, moco, sangre), aerosoles de virus y vectores
(moscas, tdbanos) (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017). Ademas, el biotipo no citopatico
(ncp) produce las infecciones agudas de la enfermedad y la fuente mas importante de contagio,

gue es el ganado persistentemente infectado (PI) (Lanyon et al., 2014).

Infeccion transitoria

Existen varios factores que determinan la gravedad de la viremia producida por una
infeccion que en la mayoria de los casos se da por BVDv ncp (Peddireddi et al., 2018). Entre
los mas destacados estan: la virulencia y el genotipo del virus, la edad, el estado inmunolégico
y fisioldgico del huésped, el estado de prefiez si es el caso y la presencia de otros patdgenos

(Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

En su forma leve, que sucede en el 70-90% de los casos con animales

inmunocompetentes, no gestantes y seronegativos, produce sintomas como leucopenia
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transitoria, letargo, diarrea, anorexia, fiebre leve, erosiones orales leves, aumento de la
secrecion nasal, tos, Ulceras, entre otros signos (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017; Lanyon
et al., 2014). El virus tiene un periodo de incubacion de 5 a 7 dias y los sintomas pueden

persistir hasta 15 dias (Tautz et al., 2015).

Infeccion aguda

Las cepas de BVDv-2 altamente virulentas que producen una infeccion primaria son las
causantes de infecciones agudas graves gue se caracterizan por: trombocitopenias severas
acompafiadas de fiebre, diarrea, neumonia, epistaxis, hemorragias oculares y subcutaneas que

producen alta mortalidad (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017; Y. Liu et al., 2021).

Luego de una infeccién aguda, el virus se ubica en los enterocitos, placas de Peyer,
timo, ganglios linfaticos del bazo, amigdalas e higado (Lanyon et al., 2014). Después del sexto
dia de infeccidn, el virus comienza a expulsarse desde el huésped y es posible identificar
apoptosis de linfocitos mediada por células T, que resulta en la eliminacion del virus entre

nueve y trece dias después de la infeccion (Liebler-Tenorio et al., 2004).

Ademads, el BVDv puede producir, en el ganado, sindrome hemorréagico (HS) y el
sindrome de la enfermedad de las mucosas (MD), que es una enfermedad esporadica que
afecta a los animales de 6 a 24 meses de edad (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017). Este
sindrome causa diarrea sanguinolenta acompafiada de fiebre, anorexia, ataxia y debilitamiento
en general. La mortalidad es del 100% y se produce luego de aproximadamente 2 semanas del
inicio de los signos clinicos. La causa principal de la muerte es una deshidratacién asociada a
la reabsorcién alterada de agua debido a la destruccién de la mucosa intestinal,

especificamente del tejido linfoide asociado al intestino (GALT) (Tautz et al., 2015).
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Infeccidn persistente

Los animales contagiados por el virus durante los dias 25 y 90 de la gestacién
aproximadamente, generan una infeccién persistente (Lanyon et al., 2014; Vargas et al., 2009).
El biotipo ncp de BVDv es capaz de inhibir la induccion del interferén |1, lo que permite que el
feto reconozca al virus como propio y no se genere una respuesta inmune (Peterhans et al.,

2003b; Schweizer et al., 2021).

Lo mas peligroso de una infeccién con BVDv es la inmunosupresion de los animales
infectados que aumenta el riesgo de una superinfeccion con otros virus y bacterias (Ma et al.,
2022). En estos animales prevalecen enfermedades como: la mastitis, bronconeumonia,
diarrea (Laureyns et al., 2010) y afecciones del tracto respiratorio causadas por virus
transitorios como el virus sincitial respiratorio, de parainfluenza y herpes bovino (Peterhans et
al., 2003b). Ademas, esta demostrado que la MD s6lo se desarrolla en animales Pl con BVDv
después de transmision diaplacentaria durante el primer trimestre de gestacién, lo que provoca
inmunotolerancia al virus persistente. Esta persistencia es caracteristica de los pestivirus (Tautz

et al., 2015).

Mecanismo de infeccion viral

El BVDv es capaz de ingresar por la nariz o boca hacia la mucosa orofaringea mediante
ingestién o inhalacion (Tautz et al., 2015). La replicacién del virus empieza luego del contacto
en las células epiteliales de las amigdalas palatinas. Los virus ensamblados salen de las
células por exocitosis y se transportan por el torrente sanguineo. La forma en que se disemina
por el organismo es a través de virus libre en el suero y leucocitos infectados (Khodakaram-
Tafti & Farjanikish, 2017) que llegan hacia varios tejidos sucede en cuestion de dias y se asocia

al origen inmunitario (Tautz et al., 2015).
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La propagacion de virus envueltos como el BVDv ocurre mediante dos mecanismos: en
el primero, luego de liberarse de las células, el virus se difunde a través del espacio extracelular
y en el segundo se mantienen asociado a las células infectadas y se difunde por contacto

célula-célula de manera répida y eficiente (Merwaiss et al., 2019).

Colonizacion del virus a la célula huésped

El virién de BVDv interactta con el receptor especifico CD46 de la célula huésped y
ocurre la fusion de la envoltura del virus con la membrana celular (Lanyon et al., 2014).
Posterior al ingreso, el ARN viral es liberado al citoplasma donde empieza la traduccion
mediante la union del sitio IRES y la subunidad 40S del ribosoma (C. Liu et al., 2019). Una vez
formado el complejo 80S en el coddn de inicio, comienza la traduccién de la poliproteina que
posteriormente es escindida en proteinas estructurales y no estructurales (Ma et al., 2022). La
replicacién ocurre en un complejo de replicasa positivo en el extremo 3’ compuesto por partes
virales y celulares seguido del alargamiento por una polimerasa viral (C. Liu et al., 2019). A
continuacion, la proteina de la capside C se une al ARN viral e identifica la region del
citoplasma que contiene la proteina de la envoltura encontrada en la cavidad del reticulo
endoplasmatico (Ma et al., 2022). Los viriones maduran en vesiculas intracelulares en el
aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico y aguellos que estan intactos son expulsados por

exocitosis ocho horas después de la infecciéon (C. Liu et al., 2019).

Respuesta inmunitaria al BVDv

El primer efecto en el sistema inmunitario innato de los animales infectados por el BVDv
es el reconocimiento del peligro mediante la presentacion de antigenos y sefiales
coestimuladoras (Chase et al., 2004). EI BVDv influye en las vias proinflamatorias que reclutan
a los linfocitos circulantes y aumentan la hematopoyesis de linfocitos en la médula 6sea
(Chase, 2013). Ademas, afecta la funcidén de neutrofilos, monocitos, macréfagos y células

dentriticas (Glew et al., 2003). Muchos pasos del sistema inmune innato como la produccion de
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interferén, fagocitosis, quimiotaxis y destruccion micobicida se ven afectados (Chase, 2013;
Peterhans et al., 2003b). Esta interaccion produce distintos efectos y cambios en el sistema

inmune innato dependiendo del tipo de célula afectada (Chase et al., 2004) (Tabla 1).

Por otro lado, la infeccion por BVDv en el sistema inmune adaptativo afecta las multiples
vias de las células T y B debido a la apoptosis causada en tejidos linfoides. Este efecto
depende de la cepa y el biotipo de BVDv (Chase, 2013). La célula T auxiliar CD4+ es el
objetivo principal del BVDv y se ve afectada segun el biotipo del virus que determina la
sefalizaciéon y dinamica de reconocer una célula T auxiliar 1 (Th-1) o T auxiliar 2 (Th-2) (Chase

et al., 2004).

La disminucion de la regulacion de MHC Il e IL-2 tiene un efecto negativo en las
respuestas de las células T auxiliares (Abdelsalam et al., 2020). El BVDv ncp activa las
respuestas de células Th-2 que afecta a la inmunidad adquirida e innata. Ademas, la IL-4 e IL-
10 producidas suprimen la respuesta de Th-1, la actividad fagocitica y microbicida de los

macrdéfagos (Tabla 1) (Chase et al., 2004).

La respuesta inmune protectora es especifica del genotipo con cierta proteccion
cruzada entre ellos (Hamers et al., 2000, 2002). Las células T citotoxicas CD8+ y los
anticuerpos son fundamentales para la proteccion contra la infeccién. Ademas, la tercera clase
de células T y/&-T tienen un papel importante contra el desarrollo de enfermedad de las

mucosas en animales Pl (Chase, 2013).
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Efectos del BVDv en el sistema inmune innato y adaptativo
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Cambios celulares y/o de

citoquinas

Efecto sobre el sistema
inmune

Efecto sobre larespuesta a
la enfermedad del animal

| Quimiotaxis

| Fc, CD14 y expresion del
receptor del complemento

| Fagocitocis

| Migracion de neutrdfilos
| Fagocitosis

| Ingestion de
microorganismos

1 2° Infeccion microbiana

1 2° Infeccion microbiana

1 2° Infeccion microbiana

@]
§ | TNF-a | Produccién de citocinas | Respuesta inmune innata y
s . . .
= inflamatorias adaptativa
c i | Produccion de citocinas | Respuesta inmune innata y
> -
g 1 Inhibidores de IL-1 inflamatorias y células T adaptativa
g ! Prod,uc.:mon de 1 Crecimiento microbiano 1 2° Infeccion microbiana
& Ssuperoxido
.£ | Actividad microbicida
| Produccién de IFN-ncp | Respuesta antiviral Evasion inmune e infeccién
de BVDv P viral
1 Produccion de IFN-cp de . Apoptosis y muerte de la
BVDv I Respuesta antiviral célula infectada
o | Expresion de MHC |l | Presentacion de antigenos ! Respgesta Inmune innata y
= adaptativa
g | Expresion por ncp de | Eliminacién de CTL 1 Evasion inmune e infeccion
§ MHC | viral
o 1 Activacién porcpde T + Respuesta de CTL 1 Respuesta protectora a
g auxiliares 1 P largo plazo
-g 1 Células T de memoria
E . .
2 f Agt_|va0|on porncp de T 1 Activacion de células B 1 Produccion de anticuerpos
.% auxiliares 2

|Respuesta CMI

Nota. 1, aumento; | disminucion; 2°, secundaria; CD14, receptor de lipopolisacarido; cp, BVDv

citopatico; Fc, fragmento de region constante de inmunoglobulina; IFN, interferén alfa; IL-1,

interleucina 1; ncp, BVDv no citopético; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; CMI, respuesta
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mediada por células; CTL, linfocito T citotoxico; MHC, complejo mayor de histocompatibilidad.

Tabla adaptada de (Chase et al., 2004)

Efectos inmunosupresores en animales infectados

Los animales infectados por BVDv cursan con inmunosupresion asociada a cambios en
las células del huésped (Tautz et al., 2015). Los cambios mas significativos observados son la
disminucion de linfocitos, inmunoglobulinas, quimiotaxis, disminucion de la actividad
microbicida y de migracién de neutréfilos (Chase et al., 2004). Ademas, se observa en los
animales infectados disminucién de la expresion de receptores del complemento, receptores
especificos (Fc) y de la produccion de quimiocinas (Peterhans et al., 2003b). La inhibicién de
actividades metabdlicas basicas y el aumento de la prostaglandina E2 también estan presentes

(Chase et al., 2004).

Diagnéstico

El diagnostico del BVDv se realiza mediante la deteccion de antigeno, la deteccién de
anticuerpos y la deteccion del genoma viral (Lanyon et al., 2014). Los antigenos pueden ser
detectados mediante aislamiento viral y crecimiento en lineas celulares, por técnicas de
inmunohistoquimica (IHC) en tejidos, por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
de captura, por hibridacion con sonda de &cido nucleico o por la reaccién en cadena de la

polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) (Saliki & Dubovi, 2004).

La mejor técnica para el diagnéstico de BVDv es el aislamiento viral, pero representa un
alto costo ya que requiere de espacio para cultivo celular y varios dias para obtener un
resultado (Saliki & Dubovi, 2004). Por ello, la técnica de RT-PCR esta siendo ampliamente
utilizada para la deteccién de antigeno debido a que es menos costosa, sensible y se puede
realizar a partir de una variedad de fluidos corporales (sangre, leche, secreciones nasales,

orina, semen, saliva, fluidos fetales) con cantidades potencialmente bajas de virus (Houe et al.,
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2006). Sin embargo, presenta inconvenientes al diferenciar los animales con infecciones
agudas de los PI, a partir de muestras de leche a granel (Lanyon et al., 2014).

Por otro lado, la técnica ELISA, a pesar de ser simple, rapida, econémica con alta
especificidad y sensibilidad (Houe et al., 2006), puede presentar reactividad cruzada con el
virus de la enfermedad de la frontera y disminuir su sensibilidad por los anticuerpos del calostro
de terneros lactantes. De manera similar sucede con la IHC que esta restringida a las muestras
de tejido, siendo una técnica mas invasiva para el animal y el resultado se basa en un sistema
subjetivo de puntuacién (Lanyon et al., 2014).

La deteccion de anticuerpos especificos del virus también es una opcion para
determinar el estado inmunitario de un animal. Sin embargo, no es suficiente para identificar
individuos PI, ya que solo demuestra una exposicion previa al BVDv (Lanyon et al., 2014). Para
su deteccion se utilizan ensayos inmunoenziméaticos (ELISA-indirecto) y de neutralizacion de
virus (VNT). Este Ultimo busca evaluar la presencia o ausencia de efectos citopaticos inducido
por el virus en células MDBK (Almeida et al., 2019; Houe et al., 2006). La ventaja que presenta
el ELISA indirecto es que no requiere de la produccion del virus, sin embargo, con titulos bajos
del virus y almacenamiento prolongado de los sueros, las muestras positivas pueden dar un

falso negativo mediante este método (Lanyon et al., 2014).

Control y medidas de prevencion

Para el control y prevencién de la enfermedad, las vacunas surgieron con dos objetivos:
el primero era prevenir el desarrollo de una enfermedad clinica posterior a la exposicién a
BVDv y el segundo consistia en prevenir la infeccion fetal que produce los animales Pl
(Falkenberg et al., 2021; Ridpath, 2013). En términos generales, la vacunacion no es capaz de
prevenir todas las infecciones generadas por BVDv, sin embargo, se considera eficaz al reducir
el nimero total de infecciones y favorecer la inmunidad de rebafio (Moennig & Becher, 2018).

Las vacunas pueden ser de dos tipos: inactivadas o de virus muerto (Kv) y las de virus

vivo atenuado (MLV). Las vacunas Kv son las més utilizadas por ser consideradas las mas



seguras a pesar que se ha comprobado que las vacunas MLV ofrecen mayor proteccién y

tiempo de inmunidad (Vargas et al., 2009; Walz et al., 2018).

Las vacunas MLV en su mayoria son multivalentes, combinadas con otros antigenos

virales (Moennig & Becher, 2018) como IBR (Rinotraqueitis Bovina Infecciosa), PI-3

(Parainfluenza Bovina), BRSV (Virus Sincitial Respiratorio Bovino), virus de la peste porcina

clasica (CSFV) o antigenos bacterianos como Pasteurella spp, Moraxella spp, entre otros

(Tabla 2) (Fulton et al., 2020; Vargas et al., 2009).

Tabla 2

Vacunas MLV comerciales para BVDv
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Vacuna Tipo de vacuna Compaifiia Pais
_ Multivalente: Contra BVDv - _ _
Pyramid ® / Boehringer Ingelheim _
1/2, IBR, BRSV, PI3y _ Alemania
Presponse ® _ Vetmedica GmbH
M. haemolytica
Multivalente: Contra BVDv - _ _ o
INFORCE ® o Zoetis Belgium SA Bélgica
1/2 y M. haemolytica tipo Al
_ Boehringer Ingelheim _
MLV Bovela ® Bivalente BVDv — 1/2 ) Alemania
Vetmedica GmbH
Suvaxyn CSF ~ Monovalente basada en BVDv . _ o
] Zoetis Belgium SA Bélgica
Marker ® - 1by la proteina E2 del CSFV
Atenuada de BVDv — 1by Boehringer Ingelheim _
Bovela ® Alemania

BVDv — 2a

Vetmedica GmbH

Nota. Tabla adaptada de (Koethe et al., 2020)

Vacunas de subunidades

Las vacunas de subunidades de proteinas recombinantes tienen una composicion bien

definida con al menos un tipo de antigeno viral que se puede producir en sistemas de expresion

heterélogos (Wang et al., 2016). El antigeno seleccionado debe garantizar que la respuesta

inmunitaria se limite a ese componente y no sea posible su réplica en la célula huésped

(Ugochukwu et al., 2020).
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La produccién del antigeno ocurre mediante un proceso en el que se identifica la
proteina inmunogénica particular del patébgeno. Una vez identificado el gen, se clonay se
expresa en un sistema que favorezca las caracteristicas nativas de la proteina. La especificidad
confiere a este tipo de vacunas mayor seguridad que las vacunas vivas atenuadas (MLV) y las
de virus muerto (Kv), ademas, permite diferenciar al ganado vacunado del infectado, lo que ha
ganado espacio en los ultimos afios (Wang et al., 2016). Ademas, las vacunas de subunidades
pueden contener mas de una proteina antigénica, lo que amplia la proteccion contra varios

subgenotipos del virus (Montesino et al., 2019).

Plataformas de produccion de proteinas recombinantes

La tecnologia de proteinas recombinantes permite una produccion rentable debido a
gue se ha vuelto eficiente, disponible y econémicamente accesible (Pollet et al., 2021). Un paso
clave para la produccion exitosa de proteinas recombinantes funcionales es la eleccién de la
plataforma o sistema de expresion (Gecchele et al., 2015). Las caracteristicas del huésped, el
entorno bioquimico, los costos asociados, la productividad, la capacidad de traduccién de ARN,
la seguridad, la eficacia y la estabilidad del producto son algunos de los aspectos evaluados en
la seleccion de la plataforma de produccién de proteinas recombinantes (Swiech et al., 2015).
Las células de plantas, insectos, levadura, bacterias y organismos superiores se han utilizado
mostrando ventajas y desventajas (Mizukami et al., 2018).

Las bacterias se utilizan para producir proteinas no glicosiladas debido a la falta de
maguinaria enzimatica que no les permite realizar modificaciones postraduccionales (Swiech et
al., 2015). Por otro lado, las levaduras son capaces de glicosilar proteinas, pero los N-glicanos
afadidos tienen més de cien residuos de manosa que afectan a la vida media de la proteina
luego de administrarse, o que genera reacciones inmunitarias inesperadas (Ghaderi et al.,
2012; Tripathi & Shrivastava, 2019). Las células vegetales también pueden producir
glicoproteinas aun mas similares estructuralmente, sin reactivos derivados de animales, pero

su rendimiento es inferior frente a los sistemas de células de mamiferos (Feng et al., 2022). Las
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células de insectos en combinacion con el vector de expresion de baculovirus son capaces de
realizar la mayoria de modificaciones postraduccionales similares a los mamiferos, excepto la
sialilacion que es fundamental para la actividad bioldgica y vida media de la proteina (Khan et
al., 2017; Mizukami et al., 2018).

Una de las modificaciones postraduccionales necesarias para que una proteina viral sea
utilizada como candidato vacunal es la adicién de cadenas oligosacaridicas a los sitios
potenciales de N-glicosilacion (Tejwani et al., 2018). La modificacion ocurre en los
compartimentos reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, e involucra a mas de cien genes
y proteinas (Mizukami et al., 2018). Esta maquinaria celular es caracteristica de la célula
eucariota y especificamente la de mamifero (en levadura funciona diferente). Estos eventos no
estan reportados para células procariontes, lo que limita el uso de esta plataforma para la
produccion de proteinas recombinantes (Tripathi & Shrivastava, 2019).

Existen dos tipos de glicosilaciones de proteinas O y N. Esta Ultima hace referencia a la
adicion de glicanos al atomo de nitrégeno de la asparagina en la cadena de polipeptidica que
forma parte del tripéptido Asn/X/Ser o Asn/X/Thr donde X puede ser cualquier animo acido
excepto Prolina (Mizukami et al., 2018; Tejwani et al., 2018). La presencia de estos glicanos
unidos a N cumplen un papel fundamental en la inmunogenicidad, la eficacia, la bioactividad, la
farmacocinética y farmacodinamica del producto (Mizukami et al., 2018).

El sistema de expresion en células de mamiferos presenta una diferencia extra en la
produccion de proteinas recombinantes, ya que este tipo de células es capaz de secretar
naturalmente las proteinas de interés al medio de cultivo, lo que facilita su purificacion (Pereira
et al., 2018; Swiech et al., 2015).

La proteina E2 del BVDv ha sido producida en células de insecto utilizando vectores de
basados en baculovirus (Thomas et al., 2009). Este sistema es capaz de expresar un alto nivel
de proteinas heterdlogas y puede realizar modificaciones postraduccionales de manera similar

a las células de mamifero (Mizukami et al., 2018). Sin embargo, en la ruta de glicosilacién de
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proteinas de insectos, los N-glicanos producidos son mas simples y contienen Fucal,3
enlazada a la GIcCNAc mas interna, que no esta presente en proteinas producidas en células de
mamifero, por tanto, este motivo glicosidico pudiera resultar inmunogénico (Thomas et al.,
2009). Esta diferencia resulta fundamental al tratarse de una proteina de la superficie de virus
envueltos, como el BVDv, ya que la N-glicosilacion es un factor determinante en la funcion
biolégica, plegamiento, estabilidad y antigenicidad de la E2 (Tejwani et al., 2018).

Cultivo Celular CHO. Adherente y suspension

La linea celular de células de mamifero mas utilizada y exitosa para la produccion de
proteinas recombinantes es la de ovario de hamster chino (CHO) (J. Y. Kim et al., 2012). Esta
ha sido catalogada por diferentes autores como resistente, confiable, estable y de alta
productividad (Bandaranayake & Almo, 2014; Rodrigues et al., 2013; Rosini & Pollegioni, 2022).

Estas caracteristicas de las células CHO se deben a que estan equipadas con una
maguinaria capaz de realizar un procesamiento postraduccional adecuado y ademas, facilitar
los procesos de purificacién aguas abajo por la secrecion de proteinas al medio (Rodrigues et
al., 2013; Rosini & Pollegioni, 2022). Las células CHO mas utilizadas son CHO-K1, CHO
DXB11, CHO-S y CHO DG44 y se ha demostrado que pueden alcanzar una productividad de
entre 0,1 a 1 g/L en cultivos en lotes y entre 1 a 10 g/L en cultivos alimentados (Tihanyi &
Nyitray, 2020).

De manera general, las lineas celulares de CHO son cultivadas en condiciones
adherentes, sin embargo, este tipo de cultivo esta limitado por el area de la superficie de
crecimiento, requiere pasajes periodicos, disociacion enzimatica y uso de suero fetal bovino
(SFB) para su mantencion, lo que representa un bajo rendimiento del producto y altos costos
(ThermoFisher, s.f.). Ademas, el uso de SFB, al ser una mezcla mal definida de componentes,
genera inconvenientes en la purificacion por su alto contenido de proteinas; también puede

retrasar el crecimiento celular por la presencia de hormonas y puede ser una fuente de
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contaminacion con agentes microbianos como bacterias, hongos, virus y micoplasma capaces
de transmitir enfermedades al huésped final del producto (Rodrigues et al., 2013).

Las células CHO son capaces de superar estas limitantes ya que tienen una
adaptabilidad sin igual a medios libres de SFB lo que reduce el riesgo de contaminacion viral y
priénica (Bandaranayake & Almo, 2014). Ademas, en el cultivo en suspension los pasajes y el
monitoreo es mas sencillo, no requiere de disociacién enzimatica o mecanica y el crecimiento
se limita a la concentracion de células en el medio, lo que permite un escalado facil
(ThermoFisher, s.f).

Todas las caracteristicas mencionadas del cultivo en suspension cumplen con las
demandas del mercado y los objetivos de la industria biofarmacéutica que busca reducir los
costos y aumentar el rendimiento productivo con células capaces de crecer en biorreactores
con densidades celulares predecibles y fiables (J. Y. Kim et al., 2012; Rodrigues et al., 2013).

La adaptacién de la linea celular CHO es un proceso rutinario en la produccion de
proteinas recombinantes para la industria biofarmacéutica. Sin embargo, en la etapa previa a la
adaptacion se da la seleccion de clones que muestren las propiedades fenotipicas y de
expresion necesarias. La calidad y uniformidad del producto, el tiempo de duplicacién y la
viabilidad celular son caracteristicas que se evallan durante este proceso (Bandaranayake &

Almo, 2014).

Construccién y seleccion de clones que expresan la proteina E2

El laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, de
la Universidad de Concepcién (UdeC) trabaja en el proyecto IDeA I+D 2021 denominado
“Prototipo de vacuna multivalente contra Diarrea Viral Bovina” y en cumplimiento con su primer
objetivo de identificar los subgenotipos del BVDv prevalentes en zonas ganaderas
representativas del pais, realizd la tipificacion de las cepas virales a partir de muestras de
sueros de animales PI. La identificacion determind que el subgenotipo 1b del BVDv es el que

mayor prevalencia tiene en las zonas ganaderas representativas del pais (Chile), confirmando
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lo presentado por estudios previos, donde se determind al subgenotipo 1b como el
predominante en América, Asia 'y Europa (Yesilbag et al., 2017).

El desarrollo del prototipo vacunal incluyé el disefio y construccion de los vectores
plasmidicos codificantes para las proteinas E2 de los subgenotipos del BVDv. A cada
secuencia E2 se le insertd, en el C-terminal, una secuencia blanco (tag) para el reconocimiento
por anticuerpos especificos que permite detectar la expresion y purificacion de todas las
variantes de E2 (Strep-tag, C-myc-tag, HA-tag, Flag-tag y E-tag). Adema4s, se insert6 un tag de
histidina para facilitar la purificacion por cromatografia de afinidad a iones metalicos.

Las construcciones fueron insertadas en el vector de expresion de mamiferos pCl-neo.
Los plasmidos contienen el promotor de citomegalovirus (pCMV) y el gen de expresion de la
enzima neomicina fosfotransferasa Il (EC 2.7.1.95), que confiere resistencia al antibidtico G418,
lo que permite la seleccién de las células que integren y expresen los genes de interés (Figura
1). Los plasmidos obtenidos fueron introducidos en la bacteria Escherichia coli, cepa top10,
donde se amplificaron y purificaron.

Figura 2
Representacion esquematica de la unidad transcripcional para la expresién de las proteinas E2

de BVDv que contienen los subgenotipos lay 1c (ejemplo).

BglIl BamHI
10007 20007 30007 40007 sooo!
m D—]}[I)_ﬂ—l = [ > [ NeorfanR > [I
| | poly A pSV40 poly A
Alb SP Alb SP Bxhis

6xhis Secuencia blanco de

Secuencia blanco de reconocimiento de
reconocimiento de anticuerpo
anticuerpo

Nota: pCMV: promotor de citomegalovirus. Alb SP: péptido sefial de albiumina humana. E2-1ay
E2-1c: secuencias codificantes para las proteinas E2 de los subgenotipos lay 1c,

respectivamente. 6xHis: Cola de histidina. T2A: Secuencia péptido autocatalitico T2A. poly A:
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Sefal de poliadenilacion. pSV40: promotor de virus de simios 40. NeoR/KanR: Gen que

confiere resistencia al antibiotico G418.

Posteriormente, las células de la cepa CHO-K1 (ATCC®CCL-61), se transfectaron con
el cassete transcripcional utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen, USA). Las células que
presentaron mayor fluorescencia fueron seleccionadas por citometria de flujo, y cultivadas en
medio RPMI con 10% suero bovino fetal (SFB). Para evaluar los clones con mayor expresion
de la proteina E2 subgenotipo 1b, se realizé un analisis de inmunodeteccién en el cual la mayor

produccion de la proteina presentaba una mayor fluorescencia.



41

Capitulo 3

Metodologia

El proceso para establecer las condiciones de cultivo en suspension de las células CHO
requiere de tres etapas segun los objetivos planteados. En la primera etapa se realiz6 el cultivo
en condiciones adherentes del clon previamente seleccionado y la posterior cosecha del
sobrenadante, donde se encontraba la proteina E2 de interés que se purificod y cuantificd. En la
segunda etapa se desarrollé la adaptacion gradual de las células desde las condiciones
adherentes hasta el crecimiento en medio libre de suero animal. Por Ultimo, en la tercera etapa
se cosecho la proteina E2 contenida en el sobrenadante del cultivo en suspension y se purificd

para realizar la comparacion de expresion en ambos sistemas de cultivos.

Preparacion de medios y soluciones para cultivo celular
Medio Completo

El medio RPMI-1640 (Gibco, EE. UU) se preparé segun lo indicado por la ficha técnica
de la casa comercial disolviendo el contenido en 900 pL de agua destilada a una temperatura
entre 15-20°C. Posteriormente se agrego el antibiético — antimicotico (Anti-Anti) (Gibco, EE.
UU) a concentracion final de 0,25 ug/mL de anfotericina B, 100 U/mL de penicilina y
estreptomicina; L-glutamina (Gibco, EE. UU) 2mM; 2 g/L de bicarbonato de sodio y se ajusté el
pH entre 7-7,3. Se filtré en condiciones estériles con ayuda de una bomba peristaltica utilizando
un filtro de 0,22 micras (Merck, EE. UU). Finalmente, se dispensé en tubos falcon de 50 mL a
los que se agrego6 suero fetal bovino (SFB) al 10% (Sigma, EE. UU). Las alicuotas de medio

completo se almacenaron a 4°C.

Medio Ex-Cell ® ACF
El medio Ex-Cell ® ACF (Merck, EE. UU) se prepar6 segun la ficha técnica de la casa

comercial. El medio se disolvié (21,5 g) en 900 pL de agua destilada a una temperatura entre


https://www.sigmaaldrich.com/CL/es/product/sigma/c9098
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25-30°C. A esta mezcla se le adicioné el antibiético — antimicético (Anti-Anti) (Gibco, EE. UU) a
concentracion final de 0,25 ug/mL de anfotericina B, 100 U/mL de penicilina y estreptomicina; L-
glutamina 4 mM y 1,5 g/L de bicarbonato de sodio. Se ajust6 el pH a 7.3-7.5 con NaOH 5 M. Se
filtr6 en condiciones estériles con ayuda de una bomba peristaltica y un filtro de 0,22 micras. Se

almacend en un frasco estéril de vidrio de 1 L a 4°C.

Solucidn para criopreservacion

La solucidn de criopreservacion formulada segun lo publicado por Rodrigues et al.,
(2013) contiene 10% de suero fetal bovino (SFB), 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, EE.
UU) y 80% de medio RPMI-1640. En el caso de congelacion de células adaptadas a medio libre
de suero, la composicién de la solucién de criopreservacion es de 90% medio Ex-Cell ® ACF y

10% de DMSO.

Cultivo en condiciones adherentes de células CHO subgenotipo 1b

Descongelacion de células CHO

La descongelacion de las células CHO del clon preseleccionado pertenecientes al
subgenotipo 1b de BVDv se realiz6é en bafio termostatado, a 37°C con agitacion manual leve.
Las células fueron pasadas a un tubo falcon de 15 mL con 2 mL de medio completo. El tubo fue
centrifugado a 800 revoluciones por minuto (RPM) por 8 minutos. El sobrenadante fue
eliminado y el precipitado fue resuspendido con 2 mL de medio completo. Se adicionaron las
células a un frasco T25 (Falcon, EE. UU) y se agregé medio completo hasta un volumen final

de 5 mL.

Mantencién de células cultivo en adherencia

La linea celular de ovario de hamster chino que expresa de forma recombinante la
proteina E2 del subgenotipo viral 1b (CHO 1b) se obtuvo mediante la transfeccion de la linea
celular CHO-K1 (ATCC®CCL-61) en el Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos de la

Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad de Concepcion, Chile.



43

La mantencién de CHO 1b, se realizé en frascos T25 donde primero se comprobd la
confluencia observando el frasco con un microscopio invertido (Olympus BH-2, Japén). En
camara de flujo laminar vertical (Telstar AV-100, Jap6n), se elimind el sobrenadante del frasco
con pipetas pasteur y se lavaron las células adheridas con 2 mL de buffer fosfato salino (PBS:
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaoHPO, 10 mM, KH.PO4 1,8 mM) estéril. Se adicionaron 400 uL
de tripsina-EDTA 0,25% (Sigma, EE. UU) y se llevé a una incubadora de atmdésfera controlada
(ThermoFisher, EE. UU) por 5 minutos a 37°C y 5% de CO.. La reaccion se detuvo adicionando
1 mL de medio completo, se homogeneiz6 de manera manual y se desech6 1 mL de células.
Posteriormente se adiciond 5 mL de medio completo y antibiético geneticina (G418) a 800
pg/mL (Corning, EE. UU). La incubacion del frasco T25 se dio a 37°C y 5% de CO2 durante 48

horas.

Criopreservacioén de células CHO

Las células que se encontraban confluentes en un frasco T25 fueron llevadas a
congelacion adaptando lo publicado por Rodrigues et al., (2013). El sobrenadante fue
eliminado, las células se lavaron con 2 mL de PBS y se disociaron con 400 pL de tripsina-EDTA
0,25%. La neutralizacion de la tripsina fue realizada con 1 mL de medio completo. Todo el
volumen fue traspasado a un tubo falcon de 15 mL. El tubo fue centrifugado a 800 RPM por 8
minutos. El sobrenadante fue descartado y el precipitado resuspendido en un volumen tal que
la concentracién de células sea de 5x10° células/mL. Los crioviales fueron congelados
utilizando el sistema Mr Frosty (Sigma, EE. UU) o en su defecto, llevados a congelacion de -20
°C por 1 hora, para posteriormente ser pasados a -80°C, proporcionando una velocidad de

congelacion de aproximadamente -1°C/min.

Eliminacion del suero fetal bovino del medio y cosecha del sobrenadante
El sobrenadante del medio de cultivo se elimin6 del frasco T25 con pipeta pasteur y

bomba peristaltica. Las células se lavaron con PBS y se agregaron 7 mL de medio RPMI sin



44

SFB y G418 a 200 pg/mL. Se llevé a incubacion a 37°C y 5% de CO, durante 48 horas. Pasado
este tiempo los 7 mL de sobrenadante se colectaron, en tubos falcon de 15 mL, se centrifugo a
1000 RPM por 20 minutos. El sobrenadante se guardé en congelacion a -20 °C hasta su

andlisis. El mismo proceso se realizé para placas de cultivo de 150 mm.

Purificaciéon de proteina E2

La purificacion de la proteina E2 se realizé adaptando el protocolo publicado por
Sanchez et al., (2008)mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC). Previo a la
purificacién los conectores del equipo de cromatografia AKTA prime plus (GE Healthcare,
Suecia) se limpiaron utilizando agua destilada y etanol 20%. Posteriormente, se conecto la
columna que contiene la matriz de Sefarosa High Performance (GE Healthcare, Suecia).
Teniendo en cuenta que la matriz se conserva en etanol al 20% se pasaron 2 volimenes de
columna (CV) de agua destilada y seguidamente se cargd con solucién de sulfato de niquel
(Sigma, EE. UU) 100 mM (1 CV). Posteriormente se eliminé el exceso de niquel pasando agua
destilada (2 CV) y finalmente se equilibré con 5 CV de buffer de equilibrio (Tris HCI 500mM,
NaCl 300mM y 5mM Imidazol). Esta etapa de adecuacion y equilibrio de la matriz se realizé a

un flujo de 2 mL/min.

Al sobrenadante de cultivo que contenia la proteina de interés se le adicion6 un
volumen de una solucion mas concentrada de Tris HCI/NaCl/Imidazol para que la muestra
inicial esté a la misma concentracién del buffer de equilibrio. La muestra se pas6 una vez por la
matriz niquel-efarosa a 2 mL/min. El volumen que pasé a través de la columna se colect6 en un
frasco limpio y se recircul6 toda la noche con el mismo flujo. Con esto se garantiz6 mejorar la

adherencia de las proteinas en la matriz.

Una vez unida la proteina a la matriz, se paso buffer de equilibrio hasta observar el
descenso de la sefial UV en el cromatograma. Con el fin de eliminar uniones inespecificas o

mas débiles a la matriz se realizaron dos pasos de lavado, con imidazol 25 mMy 40 mM en el



45

mismo buffer de equilibrio. La elucién de la E2 se realizé con Imidazol 400 mM. Las fracciones
obtenidas en los lavados y la elucién se colectaron para su analisis en gel desnaturalizante de

poliacrilamida (SDS- PAGE) y Western blot.

Una vez recuperada toda la proteina purificada se circul6 por la columna NaCl-0,5M +
EDTA-0,2M para eliminar el niquel unido a la matriz, hasta observar el cambio de color en la
misma. Finalmente, para lavar la matriz se circularon 2 CV de agua con un flujo de 5 mL/min,
seguidos de 2 CV con el mismo flujo de etanol al 20%. La columna fue desconectada y el

equipo fue limpiado con 2 programas de lavado consecutivos de agua y etanol al 20%.

La proteina eluida fue dializada en buffer fosfato salino (PBS) toda la noche para
eliminar el imidazol contenido en la muestra. Posteriormente fue concentrada mediante
concentrador vivaspin con cut off de peso molecular de 10000 kDa (GE Healthcare, Suecia)
centrifugando a 5000 RPM por 20 minutos y 15°C. Finalmente la proteina fue almacenada a -

20°C para su posterior analisis.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de la proteina se realizé6 mediante el método del acido bicinconinico
(BCA), utilizando una curva estandar de albumina de suero bovino (BSA) (ThermoFisher, EE.
UU) con concentraciones entre 0.25 y 2 mg/mL. La solucién de reactivos se realiz6 en relaciéon

1:50 de Reactivo A: Reactivo B considerando 200 uL de mezcla por pocillo.

En una placa de 96 pocillos, se agregaron 5 L de la muestra a analizar en cada pocillo
y 200 uL de mezcla de Reactivo A: Reactivo B preparada a una relacion de 50:1. Se
homogenizé y se incub6 a 37°C por 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se ley6 el color
generado por la reaccion, en el espectrofotometro lector de placas (Agilent, EE. UU) a una

longitud de onda de 562 nm.
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Precipitacion de proteinas

El analisis de la proteina en el medio de cultivo mediante SDS-PAGE se realizé posterior a la
concentracion de estas basado en el protocolo de Arnold & Ulbrich-Hofmann, (1999) por el
método del Acido Tricloro Acético — Deoxicolato de Sodio. Para esto se agreg6 1/10 de
volumen de la muestra de deoxicolato de sodio (1,5 mg/mL), se agitd vigorosamente por 1
minuto en vortex y se dejo reposando por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
se afiadié 1/10 de volumen de muestra de 4cido tricloroacético (TCA) al 76% y se agitd
vigorosamente en vértex. La mezcla se centrifugé a 12000 RPM por 15 minutos en
microcentrifuga y se desecho el sobrenadante. El precipitado se lavé con acetona fria y se
agit6 fuertemente por 1 minuto en vortex. Se centrifugé nuevamente a 12000 RPM por 5
minutos y se desechoé el sobrenadante. El precipitado que contiene las proteinas se

resuspendié en 30 pL de PBS.

Analisis de produccidon de proteina mediante geles desnaturalizantes

Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

La produccién de la proteina se analizé mediante electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 12,5% y 1,5 mm de espesor segun lo recomendado por Laemmli, (1970). La
corrida se realiz6 a voltaje constante de 100 V durante 2 horas. A las muestras se les afiadio
buffer de carga (SDS 400 mM, azul de bromofenol 0,1 mM, glicerol 47%, Tris-HCI 60 mM, pH
6.8, B mercaptoetanol 30%) en relacion 5:1 (muestra:buffer) y se calentaron a 95 °C por 5
minutos antes de ser cargadas en el gel. Las bandas de proteina se visualizaron tifiendo el gel
con solucion de tincién (2,5 g/L de azul brillante Coomassie R-250, 45% de metanol y 10% de
acido acético glacial) por 1 hora y se destifié con solucién de destincion (20% de metanol, 10%
de acido acético glacial) por toda la noche. El gel se escane6 utilizando el equipo Odyssey (LI-

COR EE. UU).
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Analisis mediante Western blot

Luego de la separacion de las proteinas en el gel de poliacrilaminda, segun lo sugerido
por Laemmli, (1970)se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa BA-85 (Schleicher & Schuell,
Alemania) mediante un equipo de transferencia semi-himeda (BioRad, EE. UU) a 0,3 A, 25V
durante 30 minutos. La membrana se bloqued con leche descremada al 5% en PBS por 1 hora
a temperatura ambiente con agitacion. Luego, se incub6 con el anticuerpo monoclonal anti-
histidina de ratén (ClonTech, EE. UU) diluido 1:10.000 en leche descremada al 1% en PBS y
0,005% de Tween20 durante toda la noche a 4°C y agitacion constante. A continuacién, se lavo
tres veces con solucién de lavado (PBS, Tween20 0,1%, SDS 0,01%) por 10 minutos cada uno.
Posteriormente, se incubd la membrana con el anticuerpo secundario anti-ratén de cabra
conjugado a Alexa Fluor® 790 (Jackson InmunoResearch, EE. UU) diluido 1:30.000 en leche
descremada al 1%, PBS y 0,005% Tween20, durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion y en oscuridad. Finalmente, luego de 3 nuevos lavados de 10 minutos cada uno se

escaneod la membrana con el equipo Odyssey (LI-COR, EE. UU).

Produccion de proteina E2 en cultivo celular adherente de células CHO 1b

Las células CHO 1b, obtenidas a partir de la seleccién de clones con mejores
caracteristicas de expresion de proteina E2, fueron seleccionadas para la adaptaciéon a medio
libre de suero. Estas células, se cultivaron siguiendo el protocolo publicado por (Rodrigues et
al., 2013)en condiciones adherentes en placas de cultivo de 150 mm de diametro con medio
RPMI + 10% de SFB vy el antibiético G418 a una concentracion de 800ug/mL, en un volumen

final de 25 mL durante 48 horas.

Posteriormente se cambié a medio RPMI sin suero y se afiadié antibiético G418 a 200
pHg/mL. En estas condiciones, las placas se cultivaron por 72 horas a 37°C y 5% de CO;. El
sobrenadante de cultivo colectado (900 mL) se centrifugd a 10000 RPM por 20 minutos para

eliminar cualquier residuo celular y se almaceno6 a -20°C.
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Adaptacion de células CHO 1b en condiciones adherentes a suspensién

La adaptacion de las células CHO 1b del clon previamente seleccionado se realizé de
manera gradual, en base a lo publicado por Wu et al., (2021) mediante la reduccién progresiva
del 10% de medio completo (tratamiento lento) que contenia suero fetal bovino (SFB) y el
aumento del medio Ex-Cell ® ACF libre de suero (Tabla 3). La adaptacion fue realizada en dos
condiciones: suplementada y suplementada con sales de Ca*?y Mg*?, por duplicado. La
concentracion utilizada para el suplemento de la segunda condicién fue de 2,54 mM de CaCl,y
1,42 mM de MgCl.. La reduccién del 10% de medio completo se dio siempre y cuando se
cumplan tres condiciones de adaptacion: i) densidad mayor a 6x10° células/mL; ii) viabilidad
superior al 90% vy iii) tiempo de duplicacion menor a 50 horas. En caso de no cumplirse alguna
de las tres condiciones propuestas, el pasaje se mantiene por 48 o 72 horas mas, en la misma
concentracién manteniendo la densidad celular inicial que fue determinada en 6x10*

células/mL.

Las células adheridas cultivadas en frascos T25 hasta el pasaje 5 fueron lavadas con
PBS, disociadas con tripsina-EDTA 0,25% y recuperadas en un tubo de 15 mL. Se tomé una
alicuota de 50 uL que se diluyd en relacidon 1:1 con azul de tripan para ser contabilizadas
mediante cdmara Neubauer (Marca, Pais). Se realiz6 el conteo manual de cuatro recuadros del
campo, con exclusion de dos bordes en cada uno de ellos. La densidad celular se calcul6

mediante la siguiente formula:

#Células )
DC = — % 10.000 X factor de dilucion
# recuadros

Las células se centrifugaron a 800 RPM por 8 minutos y el sobrenadante fue eliminado
con pipetas de plastico. Las células se resuspendieron en medio completo a una concentracion
final de 1000 células/mL. Se sembraron los cultivos con una densidad celular inicial de 6x10*

células/mL y se agrego el antibiético G418 a una concentracion de 1200 ug/mL. El cultivo se
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desde el pasaje 5 hasta el 10 se cultivaron por 72 horas debido a la reduccion del crecimiento.

Tabla 3

Disefio de adaptacion de células CHO 1b a medio Ex-Cell con disminucion del 10% de medio

completo
N° Medio Completo: Tiempo de Volumen Medio  Volumen Medio
Pasaje Medio Ex-Cell cultivo (h)  Completo (mL) Ex-Cell (mL)
0 100:0 48 5 0
1 90:10 48 4,5 0,5
2 80:20 48 4 1
3 70:30 48 3,5 15
4 60:40 48 3 2
5 50:50 72 2,5 2,5
6 40:60 72 2 3
7 30:70 72 15 35
8 20:80 72 1 4
9 10:90 72 0,5 4,5
10 0:100 72 0 5

Ademas, se realizé la adaptacion de las células a condiciones de suspension

incrementando el medio libre de suero en 20% (tratamiento rapido) por pasaje (Tabla 4).

La suplementacién del medio de cultivo libre de suero (Ex-Cell) con sales de CaCl, y

MgCl. puede producir precipitacion en el medio de cultivo ya que las sales de calcio en

particular son propensas a reaccionar con MgS0O. y formar cristales de CaSO.. Teniendo en

cuenta lo anterior, los suplementos se agregaron directamente en los frascos de cultivo y no en

las alicuotas de medio dispensadas.
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Tabla 4
Disefio de adaptacion de células CHO 1b a medio Ex-Cell con disminucion del 20% de medio

completo

N° Medio Completo: Tiempode  Volumen Medio Volumen Medio

Pasaje Medio Ex-Cell cultivo (h) Completo (mL) Ex-Cell (mL)
0 100:0 48 5 0
1 80:20 48 4 1
2 60:40 48 3 2
3 40:60 48 2 3
4 20:80 48 1 4
5 0:100 48 0 5

El escalado de las células totalmente adaptadas al medio libre de suero Ex-Cell ® ACF
ocurrié 48 horas después del pasaje 10 en el tratamiento lento y del pasaje 5 en el tratamiento
rapido desde los frascos T25 con volumen total de 5 mL hacia frascos T75 con un volumen final
de 20 mL. Las células suspendidas en el sobrenadante fueron colectadas en tubos falcon de 15
mL, centrifugadas por 8 minutos a 800 RPM y resuspendidas en medio Ex-Cell ® ACF nuevo
para eliminar los contaminantes del medio. Las células se cultivaron por 48 horas con
antibiético G418 a una concentracion de 1200 pg/mL a 37°C y CO, al 5%. Posteriormente las
células se llevaron a frascos de vidrio estériles de 250 mL con un volumen efectivo de 125 mL
de medio Ex-Cell ® ACF realizando el mismo procedimiento mencionado. Las células
adaptadas fueron cultivadas con agitacion de 120 RPM en las mismas condiciones ambientales
indicadas, por 72 horas. Pasado este tiempo se colectd el sobrenadante y se centrifugé por 8
minutos a 800 RPM. Las células fueron resuspendidas en nuevo medio Ex-Cell ® ACF y el
sobrenadante almacenado a -20°C. Posteriormente las células se cultivaron en frascos de
vidrio estériles de 500 mL con un volumen efectivo de 125 mL de medio Ex-Cell ® ACF con las
mismas condiciones por 72 horas. Finalmente, luego de colectar todo el sobrenadante las

células fueron preservadas en crioviales con 1 mL de solucién de criopreservacion.
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Capitulo 4

Resultados
Produccion de proteina E2 de células CHO 1b cultivadas en adherencia
La linea celular transformada CHO 1b cultivada en condiciones de adherencia produjo
en el medio de cultivo la proteina de interés (E2) al alcanzar la confluencia (Figura 3a),
momento en el que se podia observar la inmunofluorescencia al excitarla con luz a una longitud

de onda entre 510 y 550 nm (Figura 3b).

Figura 3

Células CHO productoras de E21b en condiciones adherentes

Nota: Aumento 100X. a) Células CHO. b) Células CHO fluorescentes

Una vez transcurridas las 72 horas de cultivo, el sobrenadante fue cosechado y la
proteina E21b fue purificada mediante cromatografia de afinidad a iones metélicos (IMAC). La
utilizacion de concentraciones crecientes de imidazol condujo a la purificacion de la proteina
obteniéndose una pureza mayor al 60% (Tabla 8) calculada mediante el software ImageJ a
partir del gel de poliacrilamida. El andlisis de la purificacion se realizé mediante SDS-PAGE al
12,5% donde se aplicaron la muestra inicial y las obtenidas durante la purificacion: muestra no

retenida, lavados (imidazol 25 mM y 40 mM) y eluciéon (imidazol 400 mM) (Figura 4).
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Figura 4

Cromatograma de purificacién de la proteina E2 1b producida en adherencia
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Nota. La separacion se realiz6é a un flujo de 2 mL/min y la absorbancia se midié a 280 nm.

La fraccidon correspondiente a la elucion fue dializada y concentrada a 2,5 mL. Durante
la etapa de concentracién también se colecté la muestra que pasé a través de la membrana
para analizar posible pérdida de la proteina. La proteina concentrada fue cuantificada mediante

el método BCA, obteniendo una concentracion total de proteina de 0,69 mg/mL (Figura 5).

Figura 5

Curva estandar de BSA para la cuantificacion de proteina E21b mediante BCA
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Nota. Cada célculo de concentracion se realizé con una curva estandar de BSA nueva
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Los analisis en SDS-PAGE y Western blot se realizaron para verificar la presencia de la
proteina E21b en la muestra eluida y concentrada del proceso de purificacion (Figura 6).
Ambos resultados confirmaron la presencia de la proteina E21b, ademas de determinar el

porcentaje de pureza respecto a las proteinas totales en la muestra.

Figura 6
Andlisis mediante SDS-PAGE y Western blot de la purificacion de la proteina E21b producida

en condiciones adherentes

a) b)
kDa PM 3 4 5 6 7 8 9 kDa PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9
|
100 = = 100 = !
-a 4
B o » .
. . A et e
48 ° " 48 ™.
35 . 35 ..

o &

Nota. a) SDS-PAGE. b) Western blot. Carriles: PM; Marcador de peso molecular; 1, muestra
inicial; 2, muestra no retenida; 3, muestra de lavado (25 mM imidazol); 4, muestra de lavado (40
mM imidazol); 5, muestra de elucion (400 Mm imidazol); 6, muestra pass; 7, concentrado de la

proteina (3 pg); 8, Control negativo; 9; Control positivo.

Los analisis de SDS-PAGE y Western blot permitieron determinar la presencia de la
proteina durante todas las etapas de la purificacién (muestra inicial, muestra de elucion,
concentrado de la proteina). De igual manera, su ausencia en la muestra no retenida y de
lavado confirmaron una unién eficiente a la matriz de sefarosa-niquel. Sin embargo, una leve
presencia en la muestra pass, sugiere que existié proteina que pudo atravesar el filtro del

concentrador.
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Adaptacion de células CHO 1b a condiciones en suspension
Adaptacion de células CHO 1b con reduccion del 10% de medio completo

La adaptacién de las células CHO del clon productor de la proteina E2 subgenotipo 1b
(E21b) a condiciones de cultivo en suspension se realizé evaluando los parametros de
densidad celular, viabilidad y tiempo de duplicacién. El disefio experimental incluyoé cultivos
suplementados con iones de Ca*?y Mg*?y sin la adicién de suplemento. Ademas, se evalué la
adaptacion incrementando en un 10 y 20% el medio Ex-Cell ® ACF en el medio de cultivo

celular (Tabla 5). Todas las condiciones experimentales se hicieron por duplicado (Anexo 1).

Tabla 5
Adaptacion de células CHO 1b a condiciones de crecimiento en suspension con disminucién de

10% de medio completo

. Medio No Suplementado Suplementado
pasaje . Completo: DS viabiligaa DomPOSe DEIRRRY viailidad 1 =mPe S
MeCloBXCELL  commm ) (h) (cell/ml) (%) (h)
0 100:0 1,14E+06  100% - 1,14E+06  100% :
1 90:10 1,08E+06  100% 11,71 143E+06 _ 100% 10,73
2 80:20 1556406 100% 1025  2,67E+06  100% 8,86
3 70:30 7 44E+05  100% 1353  2,11E+06  100% 9,35
4 60:40 788E+05  100% 13,05  2,12E+06  100% 9,38
5 50:50 6,49E+05  99,19% 2107  7,45E+05  100% 13,28
6 40:60 6,48E+05  97,08% 20,97  4,59E+05  100% 16,36
7 30:70 6,24E+05  99,37% 2310  6,95E+05  100% 20,39
8 20:80 468E+05  99.42% 2438  507E+05  100% 23,43
9 10:90 478E+05  99.46% 2407  3,13E+05  95,09% 30,24
10 0:100 373E+05  98,65% 2745  215E+05  97,37% 39,65

Nota. Los valores presentados son el promedio de las réplicas realizadas

La medicion de la densidad celular se realiz6 durante toda la adaptacion observandose
una disminucién en ambas condiciones de adaptacion. Sin embargo, la forma en que disminuy6
este pardmetro fue diferente en cada condicion. Mientras en el cultivo no suplementado la

mayor disminucion sucedié en el pasaje 2 (1,55 x10° a 7,44 x10° células/mL), en la condicién
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suplementada la mayor disminucion registrada fue en el pasaje 4 (2,12 x10° hasta 7,45x10°
células/mL). Posterior a los pasajes mencionados los valores no mostraron cambios drasticos

en su tendencia a la baja (Tabla 5).

Figura 7

Andlisis de los parametros de adaptacién de las células CHO 1b con reduccion del 10% de

medio completo
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Nota. a) Densidad celular. b) Porcentaje de viabilidad. ¢) Tiempo de duplicacion.

El suplemento utilizado en la adaptacion mejord dos de los pardmetros analizados
(densidad celular y tiempo de duplicacion) durante la primera mitad del ensayo (50:50 medio
completo:medio Ex-Cell), mientras que la viabilidad celular se mantuvo superior al 90% en
todos las condiciones de cultivo, sin mostrar cambios que detuvieran la continuidad del
proceso. El andlisis ANOVA bidireccional seguido de test de Sidak determiné que la densidad

celular aumenté significativamente desde el segundo (p<0,004) hasta el cuarto pasaje
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(p<0,0006) comparada con la condicién no suplementada. Posteriormente, los valores no
presentaron diferencias significativas entre las condiciones evaluadas. El tiempo de duplicacion
de las células se ve directamente ligado a la relacién inversa que tiene con la densidad celular.
Los resultados mostraron que el tiempo de duplicacion en los cultivos suplementados fue
menor hasta el pasaje 8 respecto a la condicion no suplementada (Figura 7). Sin embargo, la
diferencia entre las condiciones fue significativa en el pasaje 5 (p<0,0006) y el crecimiento a
mayores concentraciones de medio Ex-Cell produjo un aumento significativo del tiempo de
duplicacion del cultivo suplementado en el pasaje 9 (p<0,007) y 10 (p<0,0001) alcanzando

valores cercanos a las 40 horas al final de la adaptacion.

Los resultados obtenidos con este disefio experimental no fueron considerados éptimos
para la adaptacion de un cultivo a crecimiento en suspension, lo que condujo a un nuevo

disefio en el cual se redujo el medio completo en un 20% por pasaje.

Adaptacion de células CHO 1b con reduccion del 20% de medio completo

La adaptacién de las células CHO 1b en condiciones adherentes a suspension se
desarroll6 de manera rapida en comparacion con el tratamiento anterior debido a la reduccion
del 20% del medio completo. Los pardmetros evaluados (densidad celular y viabilidad) no
demostraron cambios significativos durante la adaptacion segun el analisis ANOVA
bidireccional seguido de test de Sidak. Sin embargo, el tiempo de duplicacion de
aproximadamente 25 horas alcanzado por las células al pasaje 5 (Tabla 6) en la condicién no

suplementada (p<0,006), indica que no se justifica la adicién de suplementos en este disefio.
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Tabla 6
Adaptacion de células CHO 1b a condiciones de crecimiento en suspension con disminucién de

20% de medio completo

N° Medio No Suplementado Suplementado
Pasaje C(.')mpleto: Densidad celular Viabilidad Tiempode Densidad celular Viabilidad Tiempo de
Medio EX-CELL (cell/iml) (%) duplicacion (h) (cell/ml) (%) duplicacion (h)

0 100:00 1,17E+06 100% - 1,17E+06 100% -

1 80:20 1,48E+06 100% 10,44 1,41E+06 100% 10,53

2 60:40 5,48E+05 99,43% 15,36 6,68E+05 99,63% 13,81

3 40:60 4,78E+05 100% 16,15 4 60E+05 98,83% 16,92

4 20:80 5,13E+05 100% 15,53 4,30E+05 98,84% 16,90

5 0:100 2,20E+05 97,62% 25,82 1,60E+05 96,67% 34,13

Nota. Los valores presentados son el promedio de las réplicas realizadas

Los valores de densidad celular obtenidos en la condicion de adaptacion rapida fueron
inferiores respecto a los logrados en la adaptacion lenta. Esto se pudiera revertir aumentando
el tiempo de cultivo, teniendo en cuenta que el cultivo fue de solo 48 horas en este disefio. Del
mismo modo, la viabilidad celular no se vio afectada como en el tratamiento previamente

mencionado (Figura 8).
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Figura 8

Analisis de los pardmetros de adaptacion de las células CHO 1b con reduccion del 20% de

medio completo
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Nota: a) Densidad celular. b) Porcentaje de viabilidad. ¢) Tiempo de duplicacion

Analisis de la expresion de proteina E2 en cultivo en suspensién

Las células CHO fueron observadas con microscopia de campo claro y de fluorescencia
durante todo el proceso de adaptacion. Al finalizar la adaptacién se identific diferencia entre
los tratamientos. En el caso del tratamiento lento se observaron a las células casi en su
totalidad suspendidas en el medio, sin embargo, presentaron una menor intensidad de
fluorescencia (Figura 9a-b) respecto a las células cultivadas en adherencia (Figura 3). Por otro
lado, las células del tratamiento rapido se observaron mas agrupadas entre ellas, pero con

mayor intensidad de fluorescencia que las adaptadas mediante el tratamiento lento (Figura 9c-

d).
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Figura 9

Células CHO al finalizar la adaptacion a suspension

Nota. a-b) Células adaptadas a suspension, tratamiento lento. c-d) Células CHO adaptadas a

suspension, tratamiento rapido.

La proteina E21b producida por las células adaptadas a medio libre de suero Ex-Cell
fue analizada mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida SDS-PAGE y Western blot,
luego de la precipitacion de muestras iniciales para confirmar su presencia en el sobrenadante
(Figura 9). La determinacion de la expresién de la proteina de interés en el medio de cultivo es
un factor clave para verificar la produccion a partir de las células adaptadas. Una vez verificado
la expresion de la E21b se podria continuar con los pasos de purificacion mediante

cromatografia.
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Figura 10

Andlisis de proteina E2 presente en el sobrenadante de los cultivos en suspension
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Nota. a) SDS-PAGE. b) Western blot. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control
negativo; 2 Control positivo; 3, tratamiento lento no suplementado; 4, tratamiento lento

suplementado; 5, tratamiento rapido no suplementado; 6, tratamiento rapido suplementado.

El andlisis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostr6é bandas entre
48 a 63 kDa, en ambos disefios, que pudieran corresponder a la glicoproteina E21b segun su
peso molecular (55 kDa aproximadamente). De igual forma, el inmunoensayo especifico de
Western blot, en el cual se utilizé un anticuerpo anti-His permitié identificar la presencia de la
proteina en todos los tratamientos realizados. Sin embargo, la sefial mas intensa, que
demuestra la mayor expresion de E2, se obtuvo en los cultivos realizados en las condiciones

suplementada y no suplementada del tratamiento rapido.

Purificacién de proteina E21b de células cultivadas en suspensién

El sobrenadante colectado a partir del crecimiento de las células CHO 1b adaptadas a
suspension fue purificado mediante cromatografia IMAC. En el procedimiento de purificacion de
estas muestras se incluyd un solo paso de lavado a 40 mM de imidazol. La elucién se mantuvo

con imidazol 400 mM (Figura 11).
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Figura 11

Cromatograma de purificacién de la proteina E21b producida en suspension
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Nota: Se muestra la condicién no suplementada del tratamiento lento

El cromatograma de la purificacion de los sobrenadantes de células adaptadas a
suspension generd una lectura de sefial entre los 900 y 1200 mAu a diferencia del de células
adherentes que alcanz6 un maximo de 100 mAu (Figura 4). De igual manera la absorbancia
correspondiente a las fracciones de lavado y elucién mostraron concordancia con la sefial

marcada siendo superior en el caso de las células cultivadas en medio libre de suero.

La proteina eluida con 400 mM de imidazol y concentrada fue cuantificada y
posteriormente analizada mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida SDS-PAGE y
Western blot. El andlisis en SDS-PAGE sugiere la presencia de la proteina E2 en las muestras
inicial, elucion y concentrada de la proteina por la banda observada entre 48 y 63 kDa. Sin

embargo, debido a una baja concentracion de la misma, la banda se marca de forma leve en
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comparacion con las células cultivadas en adherencia. En el ensayo inmunoenzimatico

Western blot se identificé Unicamente en la muestra concentrada de la proteina (Figura 12).

Figura 12

Andlisis de proteina E2 purificada del sobrenadante de los cultivos suspensién
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Nota. a) SDS-PAGE. b) Western Blot. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control
negativo; 2 Control positivo; 3, muestra inicial; 4, muestra no retenida; 5, muestra de lavado (40
mM imidazol); 6, muestra de elucion (400 Mm imidazol); 7, muestra pass; 8, concentrado de la

proteina (4 ug).

Analisis de la proteina E21b purificada obtenida en suspensidn

Las concentraciones de proteina E21b obtenidas luego de la purificacién y analisis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE y Western Blot) no fueron eficientes para
determinar la concentracion real de la misma. Por ese motivo se realiz6 un nuevo ensayo con
las proteinas purificadas de todos los tratamientos y condiciones realizadas. En estos fue
posible identificar la presencia de la proteina a una altura entre 48 y 63 kDa correspondiente a
E2 y un marcaje especifico por Western blot que denota su presencia en todos los
tratamientos. Sin embargo, en el tratamiento lento suplementado, su sefial es casi nula debido

a la baja concentracion alcanzada (Figura 13).
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Figura 13

Proteina E21b concentrada de todos los tratamientos
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Nota. a) SDS-PAGE. b) Western Blot. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control
negativo; 2 Control positivo; 3, tratamiento lento no suplementado; 4, tratamiento lento

suplementado; 5, tratamiento rapido no suplementado; 6, tratamiento rapido suplementado

El proceso de N-glicosilacion que ocurre en las células CHO 1b agrega glicanos de
distintos tamafios en los sitios potenciales de N-glicosilacion de la cadena polipeptidica,
conocido como heterogeneidad por sitio. Esta modificacion hace que la glicoproteina se

visualice en SDS-PAGE y Western blot como una banda difusa caracteristica de las proteinas

N glicosiladas (Figura 13).

Tabla 7

Produccién de proteina E21b en todos los tratamientos

Volumen Volumen Concentracion Concentracion Concentracion

Tratamiento Condicién inicial concentrado proteinas totales Pl(xnr/e)za E21b concentrado E21b en el
(mL) (mL) (Hg/mL) ° (ug/mL) cultivo (pg/mL)
Cultivo Cultivo 900 2,5 690 62,62 432,08 1,22
adherente adherente
Reduccion No
del 10% de suplementado 590 2,2 184,54 36,65 67,63 0,25
medio
completo Suplementado 450 3 15,54 28,68 4,46 0,03
Reduccién No
del 20% de  suplementado 450 41 572,88 14,89 85,3 0,78
medio o lementado 500 1,5 398,21 27,26 108,55 0,33

completo
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El analisis de las proteinas por SDS-PAGE y Western Blot nos permite confirmar la
presencia de E21b en el medio libre de suero, sin embargo, factores como el volumen inicial de
produccioén, el volumen concentrado, la concentracién de proteinas totales y la pureza influyen
en la concentracion alcanzada al final de los tratamientos. El cultivo adherente obtuvo la mayor
concentracion de proteina E21b en el cultivo (1,22 pg/mL) en comparacion con los cultivos
adaptados a suspension independientemente de las condiciones de crecimiento evaluadas. El
tratamiento con reduccion del 20% de medio completo presentd mejores resultados de
concentracion en el cultivo (0,33-0,78 ug/mL) que en el que se redujo el 10% del mismo (0,03-
0,25 pg/mL). El mejor porcentaje de pureza posterior a la purificacion se alcanzé en la proteina
obtenida en cultivo adherente con el 62,62%, superando ampliamente a los cultivos adaptados

a suspension (Tabla 7).

Figura 14

Comparacion de productividad de E21b en cada condicién de cultivo
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La productividad de expresién de la proteina E21b puede ser medida de manera eficaz
con el niumero de células que produjeron la cantidad total de proteina en el medio de cultivo.
Esto arrojo resultados que demostraron una mejor produccion de proteina en los cultivos en
suspension del tratamiento rapido que en condiciones adherentes. Sin embargo, el tratamiento
lento en sus dos condiciones se mantuvo por debajo del cultivo en adherencia (Tabla 8) (Figura

14).

Tabla 8

Productividad especifica de E21b en cada tratamiento

Densidad Volumen Cantidad Expresién
Volumen N°de
. ., celular al . , [E21b] concen de E21b
Tratamiento  Condicion . final celulas ] 6
final (mL) totales (vg/mL) trado proteina (ng/1x10
(cell/mL) (mL) (Mg) cell)
Cultivo Cultvo g 0E+05 900  7,20E+08 432,08 2.5 1080,2  1500,28
adherente adherente
Reduccion No 373E+05 590  2,20E+08 67,63 22 148786 676,08
10% de suplementado
medio o Dlementado 2,15E+05 450  9.68E+07 4,46 3 1338 138,29
completo
Reduccién No
+ +
del 20% de  suplementado 2,20E+05 450 9,90E+07 85,3 4,1 349,73 3532,63
medio

Suplementado 1,60E+05 500 8,00E+07 108,55 15 162,825 2035,31
completo

Nota. [ ]: concentracién
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Capitulo 5

Discusion
La adaptacién de cultivos celulares a suspension comprende un proceso rutinario en las
empresas biotecnoldgicas productoras de biofarmacos, para la expresion de proteinas
recombinantes. El cultivo en suspension presenta como ventajas el crecimiento rapido a altas
densidades celulares, mayor seguridad biolégica y disminucion de costos (Arthuso et al., 2012).
Usualmente la adaptacién de células CHO de condiciones adherentes a suspension se realiza

con la reduccién gradual de suero fetal bovino (SFB) (Jukic¢ et al., 2016).

En el presente trabajo las células CHO se adaptaron a escala de laboratorio con el fin
de establecer el proceso de produccion de la proteina recombinante E2 del BVDv 1b para una
futura aplicacion de un candidato vacunal. Este procedimiento partié de un clon cultivado en
condiciones adherentes. Las diferentes estrategias de adaptacion tuvieron como antecedentes
los resultados publicados por Wu et al., (2021) En la primera etapa se disefid la adaptacion con
reduccion del 10% de medio completo por pasaje denominandose tratamiento lento. Sin
embargo, debido a la baja expresién de la proteina E21b, se realizé una nueva adaptacion con
reduccion del 20% de medio completo por pasaje, la misma que se denominé tratamiento

rapido.

La adaptacion realizada en la presente investigacion evalud la adicion de sales de calcio
(Ca*™®) y magnesio (Mg*?) que pudieran influir positivamente en los parametros de adaptacion
considerados (densidad celular, viabilidad celular y tiempo de duplicacién) a la vez que se
comparaba con una condicién no suplementada. Este suplemento se seleccion6 debido a los
niveles de calcio y magnesio usualmente mas bajos en medios libres de sueroy a la
importancia que tiene el calcio en las funciones vitales de las células como: actividades

enzimaticas, motilidad, morfologia de los tejidos, proceso metabdlicos, transduccién de
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sefales, replicacion y fijacion celular a los sustratos (Conrad, 2023). Ademas, el magnesio es
uno de los iones metdlicos polivalentes que interactlda con los sitios de unién de calcio, lo que

favorece la actividad celular (W. H. Kim et al., 2009).

Sin embargo, la concentracion de estos suplementos afiadidos al medio de cultivo debe
ser sustancialmente baja, ya que en exceso el calcio puede afectar la unién, sefializacion y
diferenciacioén celular (Conrad, 2023). Concentraciones superiores a 4 mM de Ca*?y 2 mM de
Mg*? son toxicas para los cultivos celulares (Wu et al., 2021), motivo por el cual se utilizaron

concentraciones de 2,54 mM de CaCl,y 1,42 mM de MgCl..

En el tratamiento lento fue posible observar que los suplementos de calcio y magnesio
utilizados mejoraron parcialmente el proceso de adaptacion de las células adherentes a
suspension presuntamente debido a la capacidad de recuperar la funcion y biogénesis de la
integrina celular (Wu et al., 2021) que cumple un papel fundamental de regulacion de la
adhesion y sefializacion de la matriz celular y actta en diferentes actividades relacionadas a la

duplicacion y al mantenimiento celular (Walther et al., 2016).

Sin embargo, al finalizar la adaptacion de las células, en el Ultimo pasaje de ambos
tratamientos de las condiciones suplementadas, se obtuvo un aumento significativo del tiempo
de duplicacion. Esta variacion en la tendencia del parametro puede estar relacionada por una
forma especifica de apoptosis llamada anoikis que ocurre cuando se interrumpe la sefializacién
de la integrina por la falta de contacto entre la matriz extracelular y la célula al momento de
retirar todo el SFB (Walther et al., 2016), produciendo una gran disminucion en la densidad

celular y por ende un aumento significativo del tiempo de duplicacion.

En general se obtuvo un crecimiento y viabilidad adecuado para las células CHO
después de un proceso de adaptacion a medio libre de suero tanto en el tratamiento lento,

como en el rapido que requirieron de 55 y 21 dias respectivamente. Estos valores contrastan
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con los 130 dias de adaptacién de células CHO productoras de eritropoyetina humana
recombinante (Juki¢ et al., 2016), pero se asemejan a los 27 y 65 dias de adaptacion de células
CHO DP-12 (Wu et al., 2021) y a los 40 dias de adaptacion células CHO productoras de

prolactina humana (Arthuso et al., 2012).

La diferencia observada entre la expresién de la proteina E21b de las células del
tratamiento lento (676,08 ng/1x10° células en la condicién no suplementada) y las del
tratamiento rapido (3532,63 ng/1x10° cells condicién no suplementada) se pueden justificar al
analizar los componentes del casette genético con el que las células fueron transfectadas. El
promotor de citomegalovirus (CMV) si bien logra altos niveles de expresion génica para la
produccién de proteinas recombinantes, es propenso a silenciarse luego de la transfeccién en
el genoma de la célula huésped (Damdindorj et al., 2012). Esta caracteristica se observé en el
estudio de (Norrman et al., 2010)que registré una regulacion a la baja del promotor CMV luego
de 50 dias de cultivo de células madre embrionarias humanas (hESC) que expresaban un gen
eGFP. Lo mismo ocurri6 con las sefiales GFP generadas por el promotor CMV en lineas
celulares de cancer de pulmén A549 y una linea celular epitelial de mama no tumorogénica
MCF-102 luego de 45 dias, siendo las menores registradas en el estudio de Damdindorj et al.,
(2012). Esta condicién del promotor de CMV explicaria la baja concentracion alcanzada al
finalizar la adaptacion y las diferencias significativas entre los tratamientos rapido y lento debido

al tiempo empleado.

La expresion de la proteina E2 1b producida en células de mamifero CHO 1b alcanz6
mejores concentraciones en el sobrenadante del cultivo adherente (1,22 yg/mL) que en las
condiciones adaptada a suspension (0,03-0,78 pug/mL). La proteina E2 ha sido expresada de
manera truncada en Escherichia coli con un rendimiento de entre 1-2 yg/mL de cultivo
bacteriano (Cavallaro et al., 2011); también en Nicotiana tabacum mediada por Agrobacterium

tumefaciens con expresién de 20 ug por gramo de hojas frescas (Nelson et al., 2012) y en la
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superficie de levaduras Sacharomyces cervisiae mediante el vector pyD1 (Patterson et al.,

2012).

Otros sistemas de expresion también han producido la proteina E2 como el de larvas de
gusano de seda infectado con baculovirus, alcanzando un rendimiento de 0,68 mg/mL (Lee et
al., 2012) y en células de insecto usando un vector de expresion de baculovirus se obtuvo
concentraciones 1 a 3 mg/mL posterior a la purificacion de la proteina del medio de cultivo
(Pande et al., 2005), siendo el mayor rendimiento registrado en la literatura. Estos rendimientos
son superiores a los alcanzados en este estudio que llegaron a 0,432 mg/mL luego de la

purificacién en condiciones adherentes y entre 0,004 y 0,108 mg/mL en suspension.

Sin embargo, se debe considerar que el objetivo del presente estudio realizado a escala
de laboratorio fue la adaptacién de la linea celular, por lo que las concentraciones alcanzadas
pueden ser mejoradas mediante la optimizacion de las condiciones y tiempo de cultivos
celulares. Ademas, el efecto antigénico de la proteina E21b a producir en una vacuna de
subunidades se estima superior a las de otros sistemas de expresion debido a que la
inmunogenicidad, eficacia, bioactividad, farmacocinética y farmacodinamica que otorgan las

modificaciones postraduccionales generadas en células CHO (Butler, 2006).

El esquema de purificacion utilizado para la elucién de la proteina E21b contenida en el
sobrenadante incluy6 un lavado con buffer de equilibrio con imidazol al 40 mM y elucién con
imidazol 400 mM. Sin embargo, presento dificultades al remover contaminantes entre 63 y 100
kDa. El estudio de (Pande et al., 2005) sefiala un esquema de purificacion escalonado con
imidazol 10, 20, 40, 60, 100, 300 y 500 mM. De igual manera (Cavallaro et al., 2011) utiliza un
disefio de adicion progresiva de imidazol que pasa por 50, 80, 100 y 150 mM, encontrandose a
esta Ultima concentracion la principal especie eluida de la columna. Ambos estudios obtuvieron

altas purezas debido a la aplicacion creciente de varias concentraciones de imidazol.
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En el presente trabajo se agregé imidazol 5 mM en el buffer de unién y en la muestra
equilibrada por su capacidad como agente competitivo para reducir la unién de proteinas
contaminantes y asi aumentar la pureza final. Sin embargo, no fue suficiente y las proteinas de
tamano superior a 63 kDa se mantuvieron en la columna durante el lavado, lo que representd
contaminacion en la fraccion eluida y posteriormente concentrada. Entre las recomendaciones
mencionadas por la ficha técnica de la marca de la matriz de separacion Sefarosa High
Performance se presentan resultados con baja pureza al utilizar 5 mM de imidazol en el buffer
de unién al purificar una proteina APB7 con cola de histidina, pero mejoran al agregar 50 mM
de imidazol en el buffer de unién y muestra. Esto sugiere que los resultados obtenidos con el
esquema de purificacion utilizado no fueron los mejores debido a la baja concentracion de
imidazol utilizada para equilibrar la columna y la muestra, sumado, en el caso de los cultivos en
suspension, a la cantidad de componentes bioldgicos naturales del crecimiento celular

contenidos en el sobrenadante del cultivo.


https://www.sigmaaldrich.com/CL/es/technical-documents/technical-article/protein-biology/protein-purification/optimizing-purification-of-histidine-tagged-proteins
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Capitulo 6

Conclusiones
El suplemento de iones Ca*? y Mg*? aumenta parcialmente la densidad celular y
disminuye el tiempo de duplicacion durante la adaptacion del cultivo a suspension
Unicamente en el tratamiento lento.
El uso de suplemento en el medio de cultivo libre de suero no repercute
significativamente en la expresion de la proteina E21b producida en células CHO
adaptadas a condiciones en suspension.
La productividad especifica de expresion de proteina E21b es mayor en células
adaptadas a suspensién con un tratamiento rapido en relacion al cultivo en adherencia 'y

al tratamiento de adaptacion lento.
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Recomendaciones

Evaluar concentraciones de CO, superiores a 5% por la influencia directa en la
expresion de proteinas recombinantes producidas por células CHO cultivadas en
condiciones en suspension.

El esquema de purificacion por cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC)
puede ser optimizado utilizando mayores concentraciones de imidazol en el buffer de
unién y en la muestra, en conjunto con mas pasos de elucién que permitan eliminar la
mayor cantidad de contaminantes.

A partir de las células adaptadas a suspension se recomienda aumentar el volumen de

cultivo para corroborar la productividad especifica de la proteina E21b.
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