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RESUMEN

La Peste Porcina Clasica (PPC) es una enfermedad altamente contagiosa que afecta
a porcinos y es causada por un virus del género Pestivirus, familia Flaviviridae. Esta
enfermedad provoca pérdidas econdmicas significativas en muchos paises, incluyendo
Ecuador. Los programas de control y erradicacion de la enfermedad incluyen la
vacunacion, que se genera localmente con virus vivos atenuados de la cepa china,
también denominada C-strain. Sin embargo, los organismos de control favorecen el
cambio de la vacuna denominada lapinizada, producida en conejos, a las producidas

en condiciones in vitro, en cultivo celular.

Por otra parte, para medir la efectividad de las vacunas producidas localmente, las
autoridades sanitarias exigen la medicion de potencia de la vacuna con animales en
condiciones controladas. Esto implica gran inversion de recursos técnicos y
econdémicos para mantener un bioterio que cumpla con todas las medidas de calidad
y bioseguridad. Dicha inversion se hace insostenible para los productores locales si no
existe un mecanismo de seleccion in vitro de vacunas prototipo antes de probar su

potencia.

En base a lo expuesto, se presenta una alternativa tecnoldgica e innovadora que ayude
al gremio porcicultor, mediante el disefio de un sistema reportero fluorescente del virus
de la PPC que permita la caracterizacion inicial de vacunas prototipo antes de estimar
su potencia. Ademas, el virus recombinante, con la cepa vacunal (Chinese strain),
permitiria también modular la antigenicidad del virus para una proteccién mas efectiva

contra cepa silvestres.

El sistema propuesto consta del genoma viral de la cepa vacunal, al cual se le
incorpora un gen de fluorescencia adicional: eGFP (ehanced green fluorescence
protein, siglas en inglés). La fluorescencia emitida por este virus recombinante
permitira identificar rapidamente infecciones en cultivos celulares y su inhibicién,

cuando se incube el virus con sueros de animales vacunados, previo a la infeccién.

Palabras Clave: CSFV, Overlapping PCR, Peste Porcina Clasica, Neutralizacion



ABSTRACT

Classical Swine Fever is a highly contagious disease affecting swine caused by a
positive-sense, single-stranded RNA virus of the genus Pestivius, family Flaviviridae.
Disease outbreaks cause important economic losses in many countries, including
Ecuador. Control programs to eradicate the disease, includes use of an attenuated
vaccine derived from a Chinese strain, also denominated C-Strain. Although the
vaccine has been produced by local companies for several years, new government
policies are in favor of the cell culture production protocols if they want to keep their

presence in the market.

On the other hand, in order to get approval of locally produced vaccines, health
authorities demand a certificate of the vaccine potency. This implies the need for an
animal facility with high biological containment, well trained technicians, susceptible
experimental pigs and laboratory for sample processing and analysis. Vaccination and
infection challenges should be done under these controlled conditions which increase
further the economic constrains that local companies have within a regulatory
environment that does not offer any assurance of market protection to justify further

investments.

To cope with this discouraging landscape, the present report proposes an innovative
alternative to assess vaccine candidates potency by using a recombinant Classical

Swine Fever Virus (CSFV) expressing a green fluorescent protein as a reporter system.

This recombinant virus based on the vaccine Chinese strain (C-strain) will allow to
assess in vitro conditions the potency of the proposed vaccine before it is tested in
challenge experiments. In addition, because the proposed system is based on the
construction of a recombinant virus with the vaccine strain, it will also allow the

modulation of the virus antigenicity for a better protection against wild strains.

Keywords: CSFV, Overlapping PCR, Flaviviridae, Neuralization Test.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La Peste Porcina Clasica PPC, es una enfermedad altamente contagiosa y fatal que
afecta principalmente a cerdos, provocando pérdidas econOmicas significativas en
muchos paises del mundo, incluido Ecuador. La enfermedad es causada por un virus del
género Pestivirus perteneciente a la familia Flaviviridae [1]. Su presencia también
ocasiona restricciones al comercio internacional ya que es de notificacion obligatoria para
la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) [2].

En el pais, la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario AGROCALIDAD lanzé
en el afio 2012 un programa de 6 afios destinado al control y erradicacion de la
enfermedad en el pais. El programa cont6é con un presupuesto mayor a los 38 millones
de ddlares y exigia estandares internacionales para el uso de vacunas frente a la
enfermedad. Debido a que la erradicacion en otros paises tuvo éxito mediante el uso de
vacunas adaptadas a cultivos celulares, las autoridades sanitarias se favorecen la
produccién de vacunas en estos sistemas in vitro, por lo que las vacunas lapinizadas

producidas por empresas nacionales, quedarian descontinuadas [3].

Por otra parte, para medir la eficacia de las vacunas producidas, es usual realizar un
ensayo de desafio, en un bioterio, lo que implica gastos econdmicos elevados para el
productor, demanda espacio, animales, alimento, equipo técnico y de soporte, asi como
medidas de bioseguridad que sean certificados por la organizacion pertinente [4].

En las dltimas décadas, los avances en ingenieria genética y tecnologia de ADN
recombinante han facilitado la construccion de clones infecciosos de ADNc de virus de
ARN [5]. Esta tecnologia ha permitido la construccion de replicones y rescate de virus
recombinantes de PPC para estudios de interaccion huésped-patégenos y para la

generacion de vacunas inteligentes [6,7,8,9,10].

La manipulacién genética de PPC permite que la caracterizacién de vacunas prototipo
no requieran pruebas de potencia con porcinos. De esta manera, se ahorra recursos
econémicos y se reduce la utilizacion de animales para vacunas candidatos

extensamente estudiadas en condiciones in vitro [11].



En base a lo expuesto, se propone realizar el disefio de un sistema biolégico innovador
del Virus de la PPC, que exprese un gen reportero fluorescente eGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) para la deteccion directa y rapida de anticuerpos neutralizantes

(AcN) contra el virus en un cultivo celular.

1.1 Descripcion del problema

La enfermedad ocasiona brotes de tremendo impacto en el sector industrial y alimentario
afo tras afio [8] a pesar de las estrategias de erradicacion del virus mediante el uso de
vacunas, basadas en virus vivos de cepas atenuadas (p.e. C-Strain) [12]. La vacuna se
produce en el pais siguiendo protocolos de décadas pasadas, pero ahora los entes
reguladores optan por la implementacion de métodos in vitro mas actuales y amigables

por parte de la industria para seguir produciendo dicha vacuna.

Las autoridades de control también exigen certificacion del funcionamiento de la vacuna
(potencia), lo que ocasiona restricciones econdémicas al productor, por lo que se necesita

una herramienta confiable, sostenible e innovadora para llevar a cabo el cometido.

1.2 Justificacion del problema

El sector porcicola es un eje importante dentro de la cadena productiva de maiz, soya,
balanceados y avicultura del pais, que en conjunto tienen una participacion estimada del
23% del PIB agropecuario. Ecuador en los ultimos afios, presenta un crecimiento en la
produccion de cerdos de alrededor del 4.6% anual y se han planteado planes de control

y erradicacion de la enfermedad con montos que ascienden a millones de ddlares [13].

La industria, presionada por nuevas regulaciones del gobierno que exigen el reemplazo
de vacunas lapinizadas por vacunas de cultivo celular, requiere la adaptacion del virus a

lineas celulares, asi como la evaluacion de la eficiencia de las vacunas.

Es esencial contar con una prueba confiable para medir la potencia de vacunas, por lo
gue un virus recombinante de la PPC que exprese un gen reportero fluorescente podria
detectar rapidamente AcN en suero de animales vacunados y asi mostrar si los animales
estan produciendo anticuerpos gue los protejan frente a la enfermedad, o viceversa, en

periodos cortos de tiempo.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Disefiar un modelo de virus recombinante de la vacuna de la Peste Porcina Clasica, para
la cuantificacion directa de anticuerpos neutralizantes mediante la introduccion de un gen

reportero fluorescente.
1.3.2 Objetivos Especificos

» Identificar las secuencias necesarias para el disefio del virus recombinante en
base a las cepas vacunales.

» Diseflar primers basados en la cepa vacunal para la clonacién del genoma
mediante la técnica de PCR por sobrelapamiento (overlapping PCR).

= Ensamblar el genoma recombinante en un plasmido que permita su replicacién en

cultivo celular.
1.4 Marco teorico
1.4.1 Historia

Los primeros registros de la enfermedad datan de los 1830s en el medio oeste de los
Estados Unidos, y su etiologia viral se revelé tempranamente en el siglo XX cuando los
fluidos de cerdos que presentaban la enfermedad y habian pasado a través de filtros de
porcelana, probaron ser infecciosos [14].

En Ecuador, el primer reporte de PPC ocurri6 en los 40°s, y en 1978 el gobierno empezé
con el registro de ocurrencia de la enfermedad como sistema de vigilancia
epidemioldgica, llevado a cabo por la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario
AGROCALIDAD [15]. La presencia del virus en el pais se encuentra registrada por la
Organizacion Mundial para la Salud Animal a partir del afio 2006, donde se reportaron
brotes de la enfermedad y ha estado presente desde entonces, como se refleja en el

reporte anual de eventos hasta el 2017 de la OIE [16].

1.4.2 Desarrollo de la Enfermedad

La infeccién producida en cerdos puede resultar en una enfermedad aguda o crénica. El
virus de la PPC es inmunosupresivo debido a la reduccion de Linfocitos T y B,

presentando cuadros de leucopenia y trombocitopenia [17]. Los sintomas clinicos
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durante una infeccion aguda incluyen fiebre, desoérdenes gastrointestinales, fallas
respiratorias, hemorragias, desordenes en el sistema nervioso central, y eventualmente

pueden resultar en niveles medios y altos de mortalidad [18].

La replicacion primordial toma lugar en las amigdalas y nodos linfaticos, el virus alcanza
la sangre periférica con un alto nivel de viremia debido a la replicacion en diversos

organos (bazo, médula, nodos linfaticos viscerales) [19].

El virus es secretado por medio de excreciones nasales, conjuntivas y orales (saliva) asi
como también por la orina y las heces [20]. La transmision se produce via oral y nasal
por contacto directo o indirecto y no se ha reportado contagio por medio de vectores,
como es el caso de otros flavivirus [18].

La via mas eficiente de contagio y de diseminacion viral es por medio de la transmision
horizontal cuando existe contacto directo cerdo a cerdo, aunque también puede ser
transmitido verticalmente de la madre a su descendencia mediante infecciones
intrauterinas [21], siendo el resultado de tal transmision dependiente del estado de
gestacion; durante el primer trimestre se desencadenan abortos, en tanto que
infecciones de los ultimos trimestres resultan en ébitos y malformaciones en nacimientos
[22].

El periodo de incubacién del virus (tiempo desde la transmisién hasta cuando se
presentan los primeros signos de la enfermedad) es de 2-7 dias y la muerte ocurre
alrededor de los 4 dias post infeccion en cepas virulentas, y hasta varias semanas

después en cepas moderadamente virulentas [23].

1.4.3 Estructura molecular del virus

El genoma de los Pestivirus consiste de una cadena lineal de ARN monocatenario
(ssARN), de polaridad positiva (ver Fig.1.2.) con un tamafo aproximado de 12.3 kb [24].
Este genoma representa el unico ARN viral encontrado en células infectadas, es decir;
no existen ARNs subgendmicos transcritos durante la replicacion, implicando que la

cadena lineal representa el inico ARNm y codifica para todas las proteinas virales [25].

De acuerdo a estos hallazgos, el ARN gendmico contiene un solo marco abierto de

lectura que codifica una poliproteina de 3900 aminoéacidos [12]. El virus posee 4
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proteinas estructurales (expresadas en la particula viral) y 8 proteinas no estructurales
(ver Fig.1.2.) con dos regiones no codificantes o UTRs por sus siglas en inglés

(Untranslated Region) en sus extremos 5" y 3" [25].
1.4.3.1 Proteinas Estructurales

La envoltura viral posee una membrana de fosfolipidos proveniente de la célula infectada,
por debajo de la cual se encuentra la capside, conformada por una proteina encargada

de empaquetar al ARN viral hasta formar una nucleocapside que lo protege [26].

La glicoproteina E™S juega un rol en el ingreso del virus a la célula huésped. Interactia
con proteinas que sirven como receptores de adherencia para el virus [27]. Posee
también actividad ribonucleasa (RNasa) que puede inhibir la produccion del Interferon

Tipo | y asistir en el desarrollo de infecciones persistentes [28].

Las glicoproteinas E1 y E2 tiene un papel importante en la unidon y subsecuente fusion
de las membranas viral y celular; son suficientes para completar la entrada del virus [29].
E2 es la proteina inmunodominante, lo que la convierte en un objetivo interesante para
el desarrollo de vacunas mediante bio ingenieria [30] y es vital en la clasificacion
genotipica del virus, que estad basada en las secuencias completas de dicha proteina
[15].

1.4.3.2 Proteinas No Estructurales

La proteasa N terminal NP es una autoproteasa que se corta asi misma a partir de la
naciente poliproteina durante la traduccién del ARNm viral aumentando la eficiencia del
“sitio interno de entrada ribosomal” (en inglés IRES; Internal Ribosomal Entry Site), cuya
funcidn se explica en detalle en los capitulos siguientes. Una vez liberada, tiene un rol
en la inhibicién de la respuesta innata del huésped por la interaccién del Interferén Tipo
[ [31].

El papel exacto de la proteina P7 no ha sido resuelto, pero tiene estructura similar a una
viroporina. Es decir, forma poros de iones conductivos que alteran la permeabilidad de
la célula, permitiendo el transporte de iones y otras moléculas pequefias, que actian en

la permeabilizacion de la membrana y liberacion de la progenie infecciosa [32]
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NS2 y NS3 estan inicialmente fusionadas, pero con la actividad de NS2 (autoproteasa
de cisteina) se genera la parte N-terminal de NS3 [33]. NS2 por si sola pareciera no tener
funcién alguna y por otro lado NS3 tiene actividades enzimaticas esenciales para la
replicacion viral y es fundamental en el complejo de replicacion juntamente con la
proteina NS5B.

La helicasa NS3 concretamente desenrolla las hebras positivas como negativas [12] y
mejora la actividad traduccional anclandose a sitios especificos del IRES [34]. Requiere

de un cofactor; NS4A, indispensable para la actividad serina-proteasa de NS3.

Estudios [35] de la proteina NS4B de flavivirus demuestran que los amino&cidos 40 al 69
en la porcion N-Terminal son esenciales para la formacién del complejo de replicacién

funcional indicando su papel en el anclaje del complejo al Reticulo Endoplasmaético.

La proteina NS5A de 497 aminoacidos esta involucrada en la replicacion viral. Es la Gnica
proteina requerida para la replicacion del ARN que puede ser complementada en trans,

lo que muestra su asociacion con la membrana post traduccionalmente [36].

Finalmente la proteina NS5B; proteina central del complejo de replicacién [37] es de un
significado particular en este proceso. Es la mas larga de las 12 proteinas maduras
conteniendo 718 aminoacidos y su papel es el de ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp; RNA dependent RNA polymerase, siglas en inglés) la cual ha mostrado
capacidad de sintetizar las nuevas hebras de ARN en sentido positivo como negativo
[38]

1.4.4 Ciclo Viral

La union de las proteinas de envoltura E1, E2 y Erns con receptores de la célula huésped
intervienen en la internalizacién del virus por endocitosis dependiente de clatrina [39] (ver

esquema de la Fig.1.1).

Después de la fusion del virus con la membrana del endosoma, el ARN viral es liberado
en el citoplasma, dando paso a que la region 5 UTR del genoma cumpla su funcion de
IRES e inicie el proceso de traduccién, sin necesidad de contar con Cap y polyA,

anclandose directamente al complejo ribosomal [40]. EI genoma positivo sSRNA es
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traducido en su poliproteina, y posteriormente con proteasas virales y del huésped libera
las proteinas estructurales y no estructurales [41].

La replicacion toma lugar en la superficie del reticulo endoplasmatico y se genera un
ARN bicatenario (dsRNA) a partir de una cadena de ARN positivo monocatenario
(ssRNA) [7]. De este modo el dsRNA es transcrito y replicado proveyendo mARNS;
nuevos ssRNA de polaridad positiva. El ensamblaje viral ocurre en el reticulo
endoplasmatico, donde el virion se desarrolla y es transportado hacia el aparato de Golgi,

para finalmente liberar por exocitosis los nuevos viriones formados [42].
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Fig. 1.1 Esquema del ciclo viral de la Peste Porcina.

1) Las proteinas de la envoltura en la célula huésped median 2) la internalizacion, gque se
produce mediante endocitosis. 3) La fusion de las membranas con los endosomas del
huésped y una caida en el pH (acidificacién) descubre y libera el genoma (ARN) en el

citosol. 4) El ARN positivo sSARN es entonces reconocido por el complejo de traduccion
ribosomal a través del IRES y es traducido en el citosol como una poliproteina. 5) La

poliproteina es procesada en sus respectivas proteinas estructurales y no estructurales.
6) Las proteinas no estructurales forman complejos de replicacién en el Reticulo
Endoplasmaético e inician lareplicacién del genoma. Las hebras positivas son usadas
como temple para la sintesis de hebras negativas; se pueden traducir en la poliproteina
0 empaguetar en nuevos viriones. 7) El ensamblaje viral comienza en el lumen del
reticulo Endoplasmatico y los viriones son transportados al 8) aparato de Golgi, para
completar la maduracion y el empaquetamiento. 9) Nuevos virus son liberados por

exocitosis. Adaptado de [18].
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Npro | C | Erns E1l E2 p7 | NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B

5 UTR Fig. 1.2 Esquema del genoma de la Peste Porcina Clasica (no a escala) 3"UTR

Genoma del virus de la Peste Porcina; organizacién y estructura. Naranja: proteinas No estructurales. Azul: proteinas Estructurales.
5" UTR: Regidén no codificante. 3" UTR: Regién no codificante; obsérvese la representaciéon de los bucles y estructuras formadas en

estas regiones necesarias en el proceso de transcripciéon. C: Erns: E1: E2
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1.45 Vacunas contra la Peste Porcina Clasica

Las vacunas que circulan actualmente el mercado ecuatoriano estan basadas en
métodos de lapinizacion usando cepas atenuadas para su produccion, desarrolladas en
China a mediados de los 50°s, generadas al realizar pases de una cepa virulenta parental

en conejos, cientos de veces [43].

Estudios [18,19,20] basados en diferencias en las secuencias de nucleétidos entre cepas
virulentas y aquellas atenuadas han encontrado que existe una notable inserciéon de 12-
16 nucledtidos de Timinas en la region 3’'UTR de las cepas vacunales (atenuadas) que
cambiando las estructuras de esta region, disminuyen su funcién durante el proceso de

transcripcion y replicacion [11], contribuyendo asi con su atenuacion.
1.4.1 Subgenoma Viral de Peste Porcina

Previo a la construcciéon de un virus completo, primero se debe generar un subgenoma,
también llamado mini genoma, el cual posee las secuencias minimas necesarias para la
transcripcion viral. De este modo en lugar de las proteinas Estructurales y No
estructurales (a excepcion de NP™) de la poliproteina generada del virus de la PPC, se

coloca un gen reportero que emita fluorescencia (p.e. eGFP) como en la fig. 2.5.
1.4.1.1 Regi6én 5" UTR

Laregion 5" UTR posee elementos cis de vital importancia para la replicacion y expresion
viral [47]. Inicia con una secuencia de nucleotidos capaz de formar estructuras tipo bucle
(stem loop siglas en inglés, ver figura 1.2 ) cuya funcion es inducir la traduccion eficiente
del genoma debido a que conforma el “sitio interno de entrada ribosomal” (IRES) que es
capaz de directamente reclutar la subunidad pequefia ribosomal y posicionarse en el sitio

de inicio traduccional [40].
1.4.1.2 Region 3" UTR

Como ocurre con la regiéon 57, en la porcibn 3° UTR del ARN viral, se encuentran
elementos cis caracterizados por sus estructuras que permiten que el complejo de
replicacion se ensamble inmediatamente después de la finalizacién en la traduccion en
la region 3~ C-terminal y asi iniciar la produccion de la primera hebra de polaridad

negativa [48].
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1.4.1.3 Proteina No estructural NP

El procesamiento de la poliproteina ocurre con la liberacion de NP® que es una
autoproteasa, de ahi su nombre. Esta se corta asi misma en su region carboxi-terminal,
generando asi el extremo amino terminal de la proteina Capside [49]. Se ha observado
gue la influencia de esta secuencia viral codificante aumenta la eficiencia del IRES en la
region 5 UTR [26, 27].

1.4.1.4 Ribozima Cabeza de Martillo

Las ribozimas son secuencias de ARN con capacidad catalizadora [52]. La Ribozima
Cabeza de Matrtillo (en inglées Hammerhead Ribozyme), descubierta por primera vez en
el virus del mosaico del tabaco [53], en un contexto biolégico no es una enzima
verdadera, sino mas bien, una hebra de ARN con capacidad autocatalitica que genera
un corte [54] en sitios especificos de la misma hebra, como parte del proceso de

replicacion viral [52].
1.4.1.5 Ribozima del Virus de la Hepatitis Delta

El virus de la Hepatitis B posee un conjunto de secuencias de auto-corte del ARN
gendmico y antigendmico. La secuencia de la ribozima escogida para este estudio tiene
una actividad eficiente de escisién, con 85 nucledtidos de largo que generan un corte
localizado en el final de la porcién 3" de la secuencia [55].

1.4.1.6 eGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)

La proteina verde fluorescente de la medusa Aequorea victoria fue descubierta por
primera vez por Shimomura [56] y desde entonces ha adquirido un valor importante como
gen reportero en procariotas y eucariotas, abriendo nuevas perspectivas al estudio de

genes y tecnologia recombinante [57].
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Para la enfermedad de la Peste Porcina Clasica, la Proteina Verde Fluorescente eGFP
se ha empleado en el desarrollo de métodos que cuantifican directamente los
Anticuerpos Neutralizantes (AcN) contra el virus [4,45], sin necesidad de algun otro
meétodo de tincion inmunoldgica, manteniendo la misma sensibilidad y especificidad.
Usando para ello células [59] y virus [1,5,4,2] reporteros que expresan fluorescencia

emitida por esta proteina.

1.4.2 Clonacion mediante PCR por sobrelapamiento (overlapping PCR)

La PCR por sobrelapamiento (overlapping en inglés) usa dos reacciones sucesivas de
PCR para unir segmentos de DNA [60]. En la primera PCR, cada segmento es
amplificado a partir de un temple apropiado con primers que contienen regiones
guiméricas complementarias al temple y nucleétidos en las colas 57, que se encuentran
flanqueando al momento del anillamiento (ver Fig. 1.3) pero son afadidas al fragmento

en las primeras reacciones.

Estas secuencias que son complementarias en ambos fragmentos sirven como primers
en una segunda reaccion de PCR, uniendo las regiones amplificadas de la primera
reaccion (que se anillan en las regiones complementarias) y permiten el
sobrelapamiento. Usando estas regiones (zonas grises de la Fig. 1.3.) como cebadores,
finalmente se puede generar una extension mediante la segunda PCR para obtener la

construccion totalmente fusionada [61].
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Fragmento 1

Fragmento 2 3
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Primers con regiones quiméricas complementarias al template apropiado

+

Secuencia flanqueante incorporada

Fragmento 1 ‘
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3’——————- 5'

Fragmento 2

3

Fig. 1.3 Estrategia de clonacion de PCR por sobrelapamiento.
Esta técnica fusiona productos de PCR con extensa area de complementariedad (ver
zonas grises) que puedan fungir como primers para poder obtener un solo producto

amplificado.

1.4.3 Plasmido de Expresion.

El plasmido de expresiéon pCAGGS [62] cuenta con un promotor tipo Polimerasa I, el
cual es mas eficiente para la transcripcion de ARNSs virales [63] y no requiere de

plasmidos accesorios, como ocurre con el sistema basado en T7 [64] .

El esquema del plasmido de la Fig.1.4. muestra los requisitos indispensables de estas
moléculas de ADN circular: el iniciador de la Polimerasa Il (Chicken Beta Actin promoter)
con su respectivo terminador (rabbit beta-globin pA), eficiente sefial de poliadenizacion
gue permite la terminacion de la transcripcion [65] y el Sitio de Clonacion Mdltiple que
contiene secuencias diana correspondientes a enzimas de restriccion que permiten la

insercion de la construccion deseada.
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Chicken Beta Actin Promoter
Chi

1
hicken Beta Acin Intron

Sitio de Clonacién Multiple

pCAGGS

4,746 bp

Rabbit Beta-Globin pA Regulatory

Fig. 1.4 Esquema del plasmido de expresion pCAGGS.
Se muestra el Sitio de Clonacion Mdultiple y el iniciador de la Polimerasa Il (Chicken Beta
Actin promoter) con su respectivo terminador (rabbit beta-globin pA), secuencia que
posee una sefial de poly(A) del gen de la beta-globina de conejo.
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Virus y Plasmidos
2.1.1 Virus

El virus de la cepa China (C-Strain) fue obtenido de diferentes vacunas comerciales
proporcionado por Laboratorios Llaguno ® para la amplificacion de los genes de interés
5 UTR, NP,y 3" UTR. Se confirmé la presencia de ARN viral por RT-PCR semi-anidada
(Heminested-PCR).

2.1.2 Plasmidos

El vector de expresion pCAGGs [62] proporcionado por el Laboratorio para
Investigaciones Biomédicas de la ESPOL posee el iniciador de la Polimerasa I, el cual
ha demostrado tener mayor eficiencia en el sistema de rescate de PPC [63]. También se
cuenta con un plasmido que posee la secuencia de la proteina eGFP “humanizada” a la
que se le han cambiado los nucleétidos codificantes para sus respectivos aminoacidos
por nucleétidos comunes en mamiferos que codifican para los mismos aminoacidos,

consiguiendo un nivel mayor de expresion en células de mamiferos [57].

2.2 Alineacién y busqueda de Secuencias

Se alinearon 32 secuencias publicadas (Anexo A) obtenidas de la base de datos de NCBI
(National Center for Biotechnology, siglas en inglés) que compartian un 97% de identidad

con la cepa china para la verificacion de nucle6tidos a emplearse en el disefio de primers.

2.3 Diseno de Primers

Para obtener la construccion final se disefiaron primers con regiones quiméricas
complementarias al molde de interés, necesarios para aplicar la técnica de PCR por

sobrelapamiento Fig.2.5.
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5° UTR @ PCR Extension Set a R
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eGFP @ PCR Extension

Afl Il

Npro E i @ PCR Extension
h 3'UTR @ PCR Extension
Bsmb | HDVRz ! @ PCR Extension

Fig. 2.5 Esquema de disefio de primers
Esquema que muestra el disefio de primers u oligonucleétidos sobrelapados. Los
primers contienen regiones quiméricas complementarias a la secuencia molde de
interés, asi como regiones que se sobrelapan con las secuencias adyacentes. Los
diferentes fragmentos de primera PCR se combinan en una reaccion comun, donde las
regiones que se sobrelapan fungen como primers. Finalmente se utilizan primers

externos a los fragmentos fusionados para amplificar la construccion quimérica.

Para el set 1, el primer Forward cuenta con la secuencia de la ribozima cabeza de martillo
y el sitio de reconocimiento de la enzima Kpnl, el primer reverse contiene la secuencia

incorporada complementaria al gen eGFP.

En el set 2, los primers Forward y Reverse contienen secuencias complementarias para

el gen eGFP y NP como se muestra en la grafica.

En el set 3 correspondiente a la proteina no estructural NP el primer Forward incluye la
region de eGFP, y el primer reverse posee los sitios de las enzimas de restriccion Afl Il 'y
Bsmb I.
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Los primers del set 4 poseen las secuencias complementarias a la region 3° UTR y
finalmente el set 5 es utilizado para la amplificacion de la Ribozima del Virus de la

Hepatitis Delta agregando el sitio de reconocimiento para Bgl Il en la porcion N-Terminal.

Posteriormente estos fragmentos pueden ser empleados para fusionar los fragmentos

gue se necesitan introducir en el vector de expresion.

2.4 Clonacién en el Vector de Expresién

Adicionalmente, los oligonucleétidos disefiados 5"UTR NproN-F y HDV RZ-R cuentan
con secuencias reconocidas por las endonucleasas de restriccion tipo Il, Kpnl y Bgl 1l
respectivamente, que reconocen secuencias especificas afiadidas en los extremos de la
construccion (fig.2.6.), necesarias para su insercion en el Sitio de Clonacion Mdltiple
(MCS) del vector de expresion pCAGGS [62].

Inserto de cDNA

JHh 5 UTR eGFP Npro 3UTR HDVRz

\l
l Digestion con Kpn | & Bgl 11

Kpn | Bgl

— 1]

l

Vectorde Expresion,

digerido con Kpnl & Bgl I

Fig. 2.6 Esquema del ensamblaje de la construccion.
Muestra la digestion por las endonucleasas Kpnl y Bgl Il para su insercién en el Sitio de

Clonacion Mdltiple del vector de expresion.

2.5 Extraccién de ARN y sintesis de ADNc

El protocolo (Anexo C) de extraccion de ARN usado fue el método de Trizol-LS

(Invitrogen) asi como también el kit de extraccion Epicentre (llumina) siguiendo las

24



especificaciones del fabricante. EI ARN se suspendié en 30 ul en H20 ultrapura y fue
almacenado a -80°C.

El ARN total se midié en un NanoDrop2000 (Thermofisher) y la transcripcion reversa se
realiz6 usando la enzima ThermoScript™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) con un

volumen final de 20 pl, usando los primers especificos 3" UTR-R y NproC-R (Tabla I).
2.6 Amplificacion de fragmentos de interés

Los sitios de sobrelapamiento se afiadieron a los segmentos de interés eGFP y HDV Rz
como en la Fig. 2.5. siguiendo las condiciones de la Polimerasa Platinum Pfx
(Thermofisher Scientific, NY, USA) de acuerdo con el protocolo expuesto en el Anexo B
usando los primers de la Tabla I.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Disefio del subgenoma viral de la Peste Porcina Clasica

En la Fig. 3.7. se observa la construccion propuesta, la cual incluye partes del plasmido
de expresion; iniciador y terminador de la Polimerasa Il. La minima unidad de
transcripcion para PPC esta formado por las porciones UTRs 5” y 3", mas la proteina
viral no estructural NP en sentido genémico viral. Flanqueados por las secuencias de

las ribozimas Cabeza de Martillo y del Virus de la Hepatitis Delta.

Las secuencias de las Ribozimas colocadas en los extremos de la construccion cumplen
con la funcién auto catalitica de corte en si mismas; la Ribozima cabeza de Martillo hacia
el lado 3", mientras que la ribozima del virus de la Hepatitis Delta hacia el lado 57, de esta
manera dejando libre Unicamente el subgenoma desde la region 5" UTR hasta la region
3" UTR con el gen reportero insertado dentro de la proteina NP,

Con el subgenoma libre en el citoplasma la region 5"UTR deberia cumplir con su funcion
de IRES e iniciar el proceso de transcripcion anclandose directamente a la subunidad
pequefia del ribosoma de la célula huésped sin necesidad de poseer secuencias
iniciadoras Cap y terminadoras polyA, transcribiendo el gen Reportero y finalizando la

transcripcion en la region 3" UTR.
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Fig. 3.7 Estrategia de Construccion del Sistema Bioldgico.
1) Regidén 5"UTR hasta el aminoacido 13 de NP conteniendo la secuencia de la Ribozima
cabeza de martillo. 2) eGFP 3) NP aa 14 C-Terminal 4) Regién 3'UTR. 5) Ribozima del
virus de la Hepatitis Delta. Hhm Rz:Ribozima Hammerhead. Se muestran los tamafios en

pares de bases de cada segmento.

El gen reportero para probar la actividad en la transcripcion del ARN viral se sitia dentro
de la proteina no estructural NP, entre los aminoécidos 13 y 14 siguiendo el modelo de
rescate de [4] [1] [2] [41] en los que se insertan dentro de dicha proteina los genes
reporteros eGFP, Luc, y CAT ya que la excepcional eficiencia del IRES esta fuertemente
influenciada por las secuencias inmediatas (corriente abajo) del codon de inicio, y es

Optima con secuencias virales codificantes en esta posicion [51].

3.1.1 Diagnostico Molecular del Virus

Se realiz6é un diagndéstico molecular de las vacunas comerciales por medio de la técnica
de PCR semi-anidada como se observa en la Fig.3.8. usando los primers de la Tabla I,
detectdndose en todas en la segunda reaccion de PCR a partir de 100 pl de ARN

extraido, indicando baja carga viral.
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Fig. 3.8. Diagnostico molecular del virus.

Arriba: Producto de la One-Step RT-PCR. Abajo: Producto de la One-Step RT-PCR 10-1.
P: Porcivir ® JB: James Brown ®, LL: Lab. Llaguno ®. C- control negativo, CE: Control

de Extraccion. El producto esperado se encuentra en 190 bp. C+: al no contar con un

control positivo se decidi6 aplicar los mismos protocolos para una muestra con la cual

ya habia sido probada cuya banda esperada se encuentra en los 232 bp.

3.2 Primers disefiados

Tabla I. Primers disefiados en este estudio. Azul: secuencias

complementarias al genoma viral, Negrita: Endonucleasas Kpnly Bgl I

Set Nombre Secuencia
Setl |5 UTR-NproN- | ACGGTACCGCGTCTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACTCCGTAAGGA
F GTCGTATACGAGGTTAGTTCATTC
5" UTR-NproN- | TCGCCCTTGCTCACCATGTTTGTTTTGTATAAAAG
R
Set2 | eGFP-F TTATACAAAACAAACATGGTGAGCAAGGGCGAG
eGFP-R CATTGGTTTTTGTTTATCCTTGTACAGCTCGTC
Set 3 NproC-F GAGCTGTACAAGGATAAACAAAAACCAATGGGAG
NproC-R TGAGACGCTTAAGCGTCTCAGCAACTGGTAACCCACAATG
Set4 | 3 UTR-F TGAGACGCTTAAGCGTCTCATGAGCGCGGGTAACCCGGGATC
3" UTR-R TGGGACCATGCCGGCCGGGCCGTTAGAAATTACC
Set5 | HDV RZ-F AATTTCTAACGGCCCGGCCGGCATGGTCCCA
HDV RZ-R TAAGATCTGTCCCATTCGCCATTACC
CSFV_Fi1C CCTGAGYGACAAYGGCAC
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Diagné | CSFV_F2C AACATGGATGGTGTAACTGG
stico "csFv_RA ATAYAAGATGTCCTCCACGG
CSFV_RA CCTTTCTTGCAGCCAGTC

Se disefiaron los primers de la Tabla I, que contienen nucleétidos complementarios al
temple de interés y nucleotidos flanqueantes en las colas 5 para afiadir las regiones que
se sobrelapan unas a otras. Lo que permiti6 amplificar las secciones 2 y 5 (fig.3.7.)
siguiendo las condiciones de la Polimerasa Platinum Pfx (Thermofisher Scientific, NY,

USA) expuestas en el Anexo B.

Los fragmentos eGFP y HDV Rz fueron amplificados a partir de plasmidos para la
construccion de minigenomas de otros virus de ARN poseedores de dichas secuencias
[38, 39].

Por otra parte, para el fragmento viral 3° UTR no se obtuvieron resultados optimos
posiblemente debido a la baja cantidad viral encontrada en la vacuna utilizada como se
visualiza en el gel de la fig.3.8, a la vez otros autores han mencionado que esta region

del genoma viral presenta dificultades al retro transcribir la region en ADNc [68].

3.2.1 Enhanced Fluorescent Protein eGFP

Se amplificaron las secuencias de eGFP (Fig 3.9) agregando los sitios quiméricos de los
primers de la Tabla | siguiendo las condiciones del Anexo B, al mismo tiempo se decidio
experimentar dos concentraciones del Buffer de amplificacién de la enzima Platinum Pfx

(Thermofisher) para probar de esta manera si se mejoraba la eficiencia de la reaccién.

Se observo que se obtiene una banda mas fuerte con la concentracion final de 2x, por lo

gue se decidio trabajar con esta concentracion para las demas reacciones.
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Fig. 3.9. Electroforesis del fragmento eGFP en gel de agarosa al 1%.
Se muestra el gel resultado de la amplificacion de eGFP con una banda esperada de 750
pares de bases, las diferentes numeraciones representan diferentes concentraciones del
plasmido usado segun las especificaciones de Platinum Pfx (Thermofisher Scientific, NY,
USA). Arriba: concentracion final del Pfx Amplification Buffer 1x. Abajo: concentracion
final del Pfx Amplification Buffer 2x. M: 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 1) Plasmido
75ng/ul 2) Plasmido 75ng/l 3) 83 ng/ul 4) 67 ng/ul, C-) Control negativo.

3.2.2 Ribozima del Virus de la Hepatitis Delta

Se amplificaron las secuencias de Ribozima de la Hepatitis Delta Fig.3.10. agregando
los sitios quiméricos de los primers de la Tabla | con las condiciones del Anexo B,

esperandose una banda de 107 pares de bases a diferentes concentraciones del molde

usado.
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Fig. 3.10. Electroforesis de la Ribozima Delta del Virus de Hepatitis HDV Rz en gel de
agarosaal 2% .
Se muestra el resultado de la amplificacion del fragmento de la Ribozima del Virus de la
Hepatitis Delta (HDV Rz) con una banda esperada de 107 pares de bases. Se probaron
diferentes concentraciones del plasmido usado como molde. M) 1Kb plus DNA ladder

(Invitrogen) 1) 100ng/pl 2) 50ng/pl 3) 25 ng/ul, C-) Control negativo.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

+ Se disefid un modelo innovador de virus recombinante de la vacuna de la PPC, el
cual es una herramienta para la cuantificacion directa de anticuerpos

neutralizantes.

- Se identifico las secuencias necesarias para el disefio del subgenoma viral, que
incluyen las regiones 5" UTR, 3" UTR y la proteina No estructural NP, asi como

de las secuencias eGFP y HDV Rz obtenidas a partir de plasmidos ya construidos.

+ Se diseflaron primers con secuencias quiméricas para la clonacién de los

segmentos de interés por medio de PCR por sobrelapamiento (overlapping).

+ Se amplificaron las secuencias eGFP, HDV Rz, para su futuro ensamblaje en un

plasmido que permita su replicacion en cultivo celular

4.2 Recomendaciones

+  Se deberia mejorar los métodos de titulaciéon de las vacunas del mercado
ecuatoriano.

+  Continuar con la optimizacion de protocolos de laboratorio, basados en la
construccion propuesta, para obtener el virus recombinante y llevar a cabo el

ensayo de Neutralizacion
4.2.1 Ensayo de neutralizacion

Se propone probar la eficacia de la vacuna como en la fig.4.11 donde a partir de suero
de animales vacunados se obtienen los AcN desarrollados por el animal, para luego de
una incubacion con el virus recombinante, transfectar en células permisivas para la
infeccion del virus (p.e. linea celular PK-15) y asi al cabo de varias horas (16h-24h)

observar la respuesta del crecimiento del virus en presencia de los anticuerpos del suero.

Si se observa bajo el microscopio florescencia emitida, significa que el virus tiene la

capacidad de crecer, es decir, el virus recombinante no ha sido neutralizado por los
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anticuerpos presentes en el suero. Por otra parte, si no se observa coloracion verde, el
virus no ha podido infectar las células; ha sido neutralizado, por lo que no existen

particulas virales que emitan fluorescencia.

- Extraccion de suero de
& T animales vacunados

3 Virus de la Peste
Porcina Clasica
Recombinante con
gen reportero

; ! — Anticuerpos Neutralizantes
5

/- Neutraliza

Cultivo de
células . _ " \
7 L
N\ =, No Neutraliza
>~  24n B

Microscopio Fluorescencia/
Lector de placas

Fig. 4.11. Ensayo de Neutralizacién propuesto.

1) Extraccién de suero de animales vacunados para ser 2) incubado con el virus
recombinante y asi 3) enfrentar al virus contra los AcN, para luego 4) transfectar a un
cultivo celular que permita la infeccion y asi observar el resultado final. 5) Si existen AcN
el virus no podrainfectar las células y no podra crecer, lo que significa que existe
neutralizacién y no se observaria fluorescencia. Caso contrario el virus recombinante
gue expresa el gen reportero podra crecer y el cultivo celular bajo microscopio de

fluorescencia presentaria la coloracion verde.
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ANEXO A

Numero de Autor
Accesion (principal) Organismo Origen Cepa
AF352565 Chang, T.-J. | Classical swine fever virus Taiwan -
AF091507 Wang, J.-F. Classical swine fever virus China C-Strain
AF091661 Kyle, J, et al | Classical swine fever virus | Switzerland Brescia
uU45478 Mueller, H.M. | Classical swine fever virus Germany Glentorf
X96550 Tratschin, J.D. | Classical swine fever virus | Switzerland CAP
KC503764 Tomar, N Classical swine fever virus India C-Strain
Kamboj, A Classical swine fever virus India CSFV/IVRI/VE-
KM262189 131
DQ127910 Li, X Classical swine fever virus China SWH
AF092448 Wang, J.F. Classical swine fever virus China Shimen
AF333000 Mingxiao, D | Classical swine fever virus China cF114
LC374604 Tran, H. T Classical swine fever virus Vientam VN91
HQ380231 Shen, H Classical swine fever virus China CSFV-GZ-2009
EU497410 Qiu, H.-J. Classical swine fever virus China JL1
AY775178 Zhao, J. J Classical swine fever virus China C-Strain
(HCD\Z/lI?(S)iiPZ Nagai, H. Classical swine fever virus Japan GPE-
KY860615 Tomar, N. Classical swine fever virus India CSFV212L-13
EU789580 Park, G. Classical swine fever virus Korea LOM
EU915211 Park, G. Classical swine fever virus Korea LOM
EU490425 Fan, Y.F. Classical swine fever virus China Thiverval
X87939 Ruggli, N Classical swine fever virus | Switzerland Alfort/187
(HCD\Z/ls(S)i\Z(Pl Ishikawa, K. Classical swine fever virus Japan C-Strain
HM237795 Leifer, I. Classical swine fever virus Germany Koslov
EU857642 Gupta, P.K. | Classical swine fever virus India C-Strain
Moormann, R.J. | Classical swine fever virus Netherland
746258 S C-Strain
AY259122 Mayer, D. Classical swine fever virus | Switzerland Riems
U45477 (HCu45477) | Mueller, H.M | Classical swine fever virus Germany Riems
AF091507 Wang, J. Classical swine fever virus China C-Strain
AY663656 Qian, P. Classical swine fever virus China C-Strain
AY382481 He, C.-Q. Classical swine fever virus China C-Strain
HM175885 Chen, N. Classical swine fever virus China C-Strain
AF531433 Yu, X. Classical swine fever virus China C-Strain
AY805221 Qiu, H. Classical swine fever virus China C-Strain




ANEXO B

Condiciones de amplificacion region 3 UTR

Componentes Vol Concentracion final
10 X PfxAmplification Buffer 5 2x
10 mM dNTP mix 0.75 0.3mM
50mM MgS04 0.5 1mM
10 um Primer Forward 3" UTR-F 0.75 0.3uM
10 um Primer Reverse 3" UTR-R 0.75 0.3uM
Platinum Pfx Polymerase 0.2 1U
H20 16.05 -
Template cDNA 1 10 pg - 200ng
Total 25 2x
Condiciones del termociclador 3" UTR
Paso Temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion Inicial |94°C 5 min
Desnaturalizacidn 94°C 30s
Anillacién 58°C 30s
Extensidn 68° C 30s
Extension Final 68°C 5 min
Hold oo
Condiciones de amplificacion region eGFP
Componentes Vol Concentracion final
10 X PfxAmplification Buffer 5 2x
10 mM dNTP mix 0.75 0.3mM
50mM MgS04 0.5 1mM
10 um Primer Forward 3" UTR-F 0.75 0.3uM
10 um Primer Reverse 3" UTR-R 0.75 0.3uM
Platinum Pfx Polymerase 0.2 1U
H20 16.05 -
Template cDNA 1 10 pg - 200ng
25




Condiciones Termociclador eGFP

Paso Temperatura| Tiempo
Desnaturalizacién Inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacidn 94°C 30s
Anillacién 60°C 30s
Extensidn 68° C 1 min
Extension Final 68°C 5 min
Hold 15°C oo

Condiciones de amplificacién region HDV Rz

Componentes Vol Concentracion final
10 X PfxAmplification Buffer 5 2%
10 mM dNTP mix 0.75 0.3mM
50mM MgS04 0.5 1ImM
10 um Primer Forward 3" UTR-F 0.75 0.3uM
10 um Primer Reverse 3" UTR-R 0.75 0.3uM
Platinum Pfx Polymerase 0.2 1U
H20 16.05 -
Template cDNA 1 10 pg - 200ng

25

Condiciones del termociclador HDV Rz

Paso Temperatura| Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacidn 94°C 30s
Anillacidn 58°C 30s
Extension 68° C 30s
Extension Final 68°C 5 min
Hold 15°C oo




ANEXO C

Protocolo de Extraccion de ARN: Trizol-LS

INACTIVACION DE LA MUESTRA

1. Agregar 750 ul de TRl Reagent ® LS en un tubo estéril de 1.5 ml.

2. Anadir entre 250 pl de muestra, homogenizar la muestra 2 veces mediante
pipeteo, evitando formar

burbujas durante el proceso. La relacion entre volumen de trizol y la muestra es
3:1, en este parte

del proceso se puede guardar las muestras y mantenerlas a -60°C 6 -80°C hasta
un mes.

FASE DE SEPARACION

3. Incubar la muestra por 5 min a temperatura ambiente.

4. Agregar 200 pl de cloroformo, rdpidamente mezclar invirtiendo el tubo.

5. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Centrifugar a 14.000 g por 15 min a 4°C (se debe formar 2 fases).

7. Paralelamente, en tubo estéril de 1.5 ml agregar 4 ul de glucégeno (5 mg/ml
ambion) y 50

pl de Acetato de sodio 3M.

8. Al finalizar la centrifugacién, remover la fase acuosa 500ul (evitando absorber
la interfase)

y colocarla en el tubo del paso 7. Vortex rapido.

*En la fase acuosa se encuentra el ARN, en la interfase el ADN (de color blanco),
seguida en la parte inferior de la fase

organica con proteinas y otras moléculas.

*El acetato de sodio y el glucoégeno ayudan a la visualizacion del pellet durante la
precipitacion con isopropanol.

PRECIPITACION DE ARN

9. Agregar 500 pl de isopropanol, mezclar con Vortex

10. Incubar a temperatura ambiente por 10 min.

11. Centrifugar a 14.000 g por 10 min a 4°C

LAVADO DE ARN



12. Remover el sobrenadante con cuidado para no absorber el pellet. Si es
necesario dejar 50 pl.

13. Agregar 1 ml de etanol 75% frio. Vortex rapido

*Aqui se puede guardar las muestras por 1 afio a -20°C, o por 1 semana a 4°C
14. Centrifugar a 14.000 g por 5 min a 4°C.

15. Repetir los pasos del 12 y 13 para un segundo lavado.

16. Descartar todo el sobrenadante, si es necesario usar la pipeta de 10 pul para
retirar todo residuo de

etanol 75% dejando completamente seco el pellet.

17. Secar completamente el tubo y el pellet, colocando el tubo abierto sobre papel
toalla (previamente

esterilizada con UV) en la camara de flujo laminar (CFL) por 5-10 min.

18. Suspender el pellet en 30 pl de H20 libre de RNAse y DNAse (ultra pura), otra
opcién es suspender

en Buffer TE (10mM Tris HCI; 0.1mM EDTA; pH=7.5).

19. Dejar 10-30 min a 4°C, antes de usar el ARN. Esto ayuda a disolver el pellet.

20. Conservar el ARN restante en un congelador a -80°C.



