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RESUMEN

El presente trabajo comprende una resolucion clave aplicable para el tratamiento y
control de las enfermedades virales de gripe aviar y enfermedad de Newcastle, que
estan vinculados al sector avicola y salud humana. La estrategia aplicada consiste
en proponer el uso de técnicas de genética inversa, para la obtencién de un modelo
viable de virus recombinante que sirva como prototipo de vacuna, el cual sera
evaluado con ensayos de hemaglutinacion para analizar cuantitativamente la carga
viral. Los resultados representativos de nuestro modelo estan adecuados para que
el virus recombinante pueda generar el material virico, ser ensamblado y producir
las proteinas virales que le otorgan la propiedad infectiva en grandes

concentraciones.
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INTRODUCCION

La produccion a gran escala de aves para consumo humano, a mas de generar un
importante aporte proteico como carne y sus derivados, genera diariamente grandes
cantidades de dinero a nivel mundial, siendo una industria millonaria en los paises
con mayor demanda. Si bien es cierto la produccién de aves de corral exige
cuidados, controles y buen manejo, cada una de estas actividades son controladas a
niveles de calidad demandados por entidades de salud publica [1]. Esta actividad
industrial se ha visto amenazada por la presencia de enfermedades que afectan
considerablemente y merman el desarrollo embrionario de aves de corral asi como
la mortalidad de las mismas a edad temprana. Estudios han sefalado que la de
patdgenos especificos de aves se han esparcido en la mayoria de los continentes
debido a la transicion de especies de aves migratorias, o que preocupa a los

productores de aves a nivel mundial[2].

Entre las principales enfermedades reportadas sobresalen enfermedades causadas
por virus de ARN de polaridad negativa como la Influenza Aviar subtipos H5 y H7 y
el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), siendo importantes patdégenos en
aves de corral en todo el mundo [3]. No solo se han reportado casos donde las aves
son las principales victimas de estos patdgenos, méas de 200 casos humanos de
infeccion por virus de influenza aviar han sido confirmados en todo el mundo, y la
mayoria de los casos de infeccién son el resultado del contacto directo con aves de

corral infectadas por el virus de la gripe aviar [4].

En caso especifico de la influenza aviar conocida como gripe aviar
la secuencia de reconocimiento de proteasa de la proteina HA es uno de los
principales determinantes de patogenicidad del virus influenza aviar [5]. Donde la
mayoria de las infecciones humanas se cree que surgen del contacto con aves de
corral infectadas, siendo los virus H7N9 también han sido aislados de pollo y

palomas [6].

El virus de la influenza A (IAV) constituye actualmente una amenaza en la salud
publica que afecta a la poblacibn mas vulnerable. Es considerada como la mayor

causa de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo, s6lo en EEUU esta estimado
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gue la influenza es la responsable de aproximadamente 20000 muertes cada afio,

causada por ambos tipos de virus que infectan humanos, influenza A e influenza B

[7].

El subtipo H7N9 circulante en China se ha estimado 714 casos de infeccion en este
afo, que podria desarrollarse en aumento. No se han observado casos aislados a
China sin embargo, se deben tomar las respectivas medidas preventivas en caso de
gue se desarrolle una pandemia respecto a nuevos virus. Segun el comité de la FDA
(Food and Drug Administration) se aprobaron por consenso que las cepas para la
produccion de vacunas trivalentes para el afio 2017 sean cepas de California, Hong-

kong y Brisbane [8].

La influenza es uno de los virus que puede adaptar mutaciones muy frecuentes para
lograr replicarse, por lo que existen 2 tipos de influenza y 18 subtipos
correspondientes a hemaglutinina diferentes que causan epidemias en humanos.
Se cree gue los anticuerpos neutralizantes dirigidos contra la proteina hemaglutinina
(HA) son los contribuyentes mas importantes para la proteccion inmunitaria [9].
Actualmente la influenza de subtipo antigénico H7 es altamente patdgena respecto a
otros subtipos al ser transmitido de aves silvestres a aves de corral causando
pandemias. En Ecuador hasta el 2015 han circulado 3 tipos: el AH3N2 con 53 casos
detectados, influenza B con 61 casos y AHIN1 con 338 casos, los mismos que han
causado 39 fallecidos en el pais. Sin embargo, aunque la presencia de virus H7N9
aun no abarca las regiones de Ecuador, no se descarta el posible
desencadenamiento de este virus. La poblacidbn mas susceptible al virus que como
otros tipos de influenza se enfoca en nifios de 6-59 meses y trabajadores del area
de salud, asi como también mujeres embarazadas y enfermos cronicos [10]. Las
recomendaciones preventivas en el pais consiste en lavar y desinfectar las manos,
cubrirse la boca al toser preferiblemente con la parte interna del codo, en caso de

fiebre y dolor de garganta acudir al médico [11].

Hasta la fecha, el virus A (H7N9) no ha sido reportado en poblaciones de aves de
corral fuera de China; sin embargo, en paises vecinos de China se ha intensificado
la vigilancia, y varios paises han impuesto una prohibicion temporal de la
importacion de aves vivas de China [12]. Existen reportes de infecciones en
humanos por el virus H7N9 de origen asiatico fuera de China continental, pero la
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mayoria de estas infecciones ocurrieron entre personas que viajaron a China

continental antes de enfermarse [13].

La genética inversa describe una solucion actual para la produccion de vacunas
recombinantes que pueden prevenir nuevas infestaciones virales al inferir en la
funcidn de los genes [14]. Mediante el cual, las técnicas eficaces en la recuperacion
del virus se simplifican en un sistema de rescate ambisense usando Unicamente 8

plasmidos de transfeccion.

De tal forma existen medidas de contingencia en el cual consta la vacunacién como
una herramienta de prevencion. Las vacunas se han trazado a través del periodo
como aliados a la salud al tratar de evitar diversas enfermedades; sin embargo, la
fabricacion de las mismas conlleva una investigacion detallada y eficiencia en el uso
de métodos moleculares y genéticos. Ademas, los patdgenos virales se encuentran
en constante evolucion para continuar infectando, lo que conlleva a requerir nuevos

métodos genéticos para contrarrestarlos.

El desarrollo de vacunas vivas atenuadas efectivas es proporcionado por el uso de
vectores de transfeccién bien establecidos, los componentes virales especificos
(vacunas de subunidad) y el desarrollo de particulas virales a gran escala. El
dominio de la vacuna tiene los beneficios de una alta inmunogenicidad, menores
costes y facilidad de transporte y administracion [15]. Una epidemia de gripe puede
tener un impacto econdmico debido a la pérdida de productividad en la mano de
obra y los servicios de salud determinados. Por ejemplo, en promedio anual entre el
5y el 20 por ciento de la poblacion estadounidense contrae la gripe, decenas de
miles son hospitalizados y miles mueren por enfermedades relacionadas con la
gripe. La estimacion de este costo esta entre $ 10.4 mil millones al afio en gastos
médicos directos y $ 16.3 mil millones adicionales en ganancias perdidas
anualmente. Los propietarios empresariales desempefarian un papel importante en
la prevencion de la gripe, si se prestara la proteccion adecuada de salud de los

empleados con lo cual reduciria las pérdidas de productividad e ingresos [16].

Para la enfermedad de Newcastle (NDV), estudios muestran que su genoma virico de
cadena negativa, es susceptible de manipulacion genética [17]. Debido a estudios
realizados a nivel genémico del NDV como un vector vacunal [17], se derivan varias

vacunas para proteger a las aves contra HPAIV, especificando hemaglutininas H5 o H7
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[17], estas vacunas se basan en virus enteros inactivados. La construccién de vacunas de
un NDV recombinante se basada en una cepa de vacuna viva lentégena disponible en el
mercado que de manera eficiente protege a las aves contra los letales virus de influenza
aviar y enfermedad de Newcastle y reduce a su vez la transmision del virus de IA [17].
Estas vacunas pueden ser administradas por vias de aplicacion en masa, tales como

pulverizacion en agua potable [17].

Mediante el siguiente estudio se mediard una propuesta esquemética de la
replicacion de una cepa atenuada de virus influenza A subtipo H7 y una cepa de la
Enfermedad de Newcastle, basada fundamentalmente en la recuperacion de
particulas virales con la estructura total a partir del sistema de rescate ambisense
que influird posteriormente en el desarrollo de un prototipo de vacuna. El andlisis de
ensayos serologicos con respuesta de altos titulos de particulas virales determinara
posteriormente si la metodologia es efectiva a priori a la nueva manifestacién de

epidemias de nuevos virus.
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DECLARACION DE OBJETIVOS:

Objetivo General

Disefiar un virus recombinante de influenza virus A y enfermedad de Newcastle
como prototipo de vacuna.

Objetivos Especificos

o Establecer un modelo de sistema ambisense para el rescate de virus recombinante.
e Implementar herramientas de génica inversa para la obtencion del virus recombinante.

e Determinar una propuesta de evaluacién del modelo planteado del rescate de virus.
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CAPITULO 1

INFORMACION GENERAL

1.1 Virus de la Influenza A
1.1.1 Generalidades
1.1.1.1 Estructura

El virus de influenza constituye un miembro de la familia Orthomyxoviridae como
virus monocatenario con ARN en sentido negativo y genoma segmentado
[18][9][19][20][21][22]. La composicidn genética del virus permite que este virus
evolucione con mayor fuerza por reordenamiento de segmentos de diferentes cepas.
El virus consta de 8 segmentos en el que se encuentran un conjunto minimo de
proteinas virales. Este conjunto corresponde a las 3 subunidades de ARN viral
dependiente, complejo ARN polimerasa (PBQ, PB2 y PA) y la nucleoproteina (NP).
Procesos de encapsidacion, transcripcion y replicacion del genoma viral es

requerido por las proteinas [23].
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Figura 1.1: Estructura de la organizacion gendmica del virus Influenza A (Martinez-Sobrido
& Garcia Sastre, 2010)

La hemaglutinina (HA) es la glicoproteina de conformacién homotrimera que le
otorga la formacion de picos estructurales al virus [18]. Ademas se encarga de la
fusion del receptor de unidon y la membrana del virus de la influenza y es

determinada como el objetivo para anticuerpos neutralizantes de infectividad [24].
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1.1.1.2 Transmision

La influenza A puede mantenerse en hospederos como aves migratorias 0 aves
acuaticas, representando un reservorio en la naturaleza. En la actualidad se
manifiestan por 15 hemaglutininas (HA) y 9 subtipos de neuraminidasa (NA)
conformacionales de la estructura virica que se han descrito en aves silvestres y

aves de corral [25].

Los virus pertenecientes a los subtipos antigénicos H5 y H7, a diferencia de los virus
que poseen otros subtipos de HA, pueden llegar a ser altamente patégenos. La
transmision desde aves silvestres a aves de corral la convierten en una plaga en
constante contacto con el humano [26]. La baja patogenicidad del virus en las aves
hospederas, se aflade a la dificultad en la identificacion de su propagacion eficaz a
nivel global a través de las aves infectadas. Ademas, los virus de influenza se
encuentran en constante cambio y es posible que este virus adquiera la capacidad
de propagarse faciimente y de manera sostenida entre las personas,
desencadenando un brote mundial de la enfermedad como por ejemplo una

pandemia [13].
1.1.1.3Lineas celulares de transfecciéon

En los udltimos afios, dos lineas de células continuas han sido aprobadas por las
autoridades reguladoras para su uso en la produccion de vacunas contra la gripe:
Madin Darby rifion canino (MDCK) y células de origen africano de mono derivado de
células Vero [27]. Las células MDCK se estan considerando actualmente como una
alternativa a los huevos embrionados para la propagacion del virus de la gripe y la
produccion de hemaglutinina destinada a la fabricacion de vacunas [27].
Considerando las limitaciones asociadas con las vacunas basadas en el uso de
huevos, que incluyen suministros confiables de huevo, periodos prolongados de
cultivo y operaciones incomodas han estimulado la busqueda de alternativas
eficaces de produccién[28]. Las células MDCK son adecuadas para la produccion de
virus, pero su incapacidad para crecer en suspension sin requerir adhesion
superficial de proliferacion limita la ampliacion de produccion a gran escala y, por
tanto, su capacidad de produccion [29][30]. La produccién en suspension sin suero
se ha observado en otros estudios a partir de cultivos HEK-293, obteniendo como

resultados experimentales altos titulos de virus de influenza infecciosos para
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diferentes subtipos y variantes incluyendo cepas A / H1, A/ H3 y B [31]. La
innovacion genética de la combinacion de estas lineas celulares conformaria la
produccion de altos titulos virales importantes para cepas atenuadas y generacion

de vacunas recombinantes [23].
1.1.1.4Incidencia epidemioldgica

La hemaglutinina H7 considerada altamente patdégena, se ha observado
manifestada en infecciones humanas con virus de la gripe aviar A (H7N9). Este
subtipo fue informado por primera vez a la OMS el 31 de marzo de 2013 [12],pero
hasta ese momento los Unicos reportes que existian sobre infecciones naturales de
humanos por virus HPAI (highly pathogenic avian influenza) fueron casos de
conjuntivitis asociadas con el virus aviar H7N7 transmitido ya sea directamente de

aves a humanos o por alimentos [25].

La incidencia del virus influenza A H7N9 entre Enero y Febrero del 2017 abarcé un
total de 304 casos confirmados por laboratorio y reportados a WHO, de los cuales
36 cesaron en muerte alrededor de China[8]. Ademds, existen observaciones
estimadas de 714 casos por la OMS hasta el 8 de junio por el virus de origen
asiatico, que la apuntan como la 52 epidemia de mayor magnitud hasta la fecha en
China [13]

Genetic Evolution of HZN9 Virus in China, 2013

q! Multiple Reassortment Events

Domestic Ducks H7N3 virus

k4
2 %j

H7N9 virus /

Wild Birds

H7N9 Virus

Setting: Habitats shared by wild and domestic birds
and/or live bird/poultry markets

Domestic Poultry Multiple HON2 viruses
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Figura 1.2: Evolucién genética del virus H7N9, generada como virus recombinante a partir

de la mezcla de 2 o més virus influenza que co-infectan un sélo hospedero [13]

1.2 Virus Influenza H7N9
La mayoria de las infecciones en humanos por los virus de la influenza aviar, como
el H7N9 de origen asiatico, se han desarrollado después de un contacto con aves de

corral [21].

Los virus H7N9 de origen asiatico circulan entre las aves de corral en China y los
pacientes con infeccion por el virus H7N9 tienden a presentar enfermedades
respiratorias graves (p. €j., neumonia) [32]. En China se registraron pocos casos de
propagacion limitada de persona a persona con este virus, pero no hay pruebas que

demuestren una propagacion sostenida entre personas [13].

Los virus de influenza A (H7N9) son enzodticos en aves de corral en China y se han
reorganizado con virus A (HON2) para generar multiples genotipos (Fig.1.2). Se ha
demostrado por analisis filogenéticos que los genes hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA) se agrupan y evolucionan en dos linajes en los arboles
filogenéticos, Delta del Rio Yangtze y Pearl River Delta [12]. Ademas, los
aminoacidos en el sitio de escisién se han detectado en humanos, aves de corral y
muestras ambientales de mercados de aves de corral vivos. Estas caracteristicas
incrementan el rango de tejido diana de alta patogenicidad para los virus aviares H5
y H7. El suceso de objetivos diana mas amplios resulta en la replicacion del virus en
multiples érganos y usualmente produciendo enfermedades sistémicas severas en
pollos [33][31].

Las caracteristicas anteriores clasifican al virus como HPAI (altamente patégenos) y
como la Herramienta de evaluacion del riesgo de influenza (IRAT, por sus siglas en

inglés) al tener potencial para desencadenar una pandemia [12][13].

1.3 Enfermedad de Newcastle
El virus causante de la Enfermedad de Newcastle es un agente zoonético econémicamente
relevante y por lo tanto ampliamente investigado y vigilado, que puede afectar gravemente

la avicultura en todo el mundo [34].
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1.3.1 Estructura

La enfermedad de Newcastle (NDV) es causada por un virus perteneciente a la
familia Paramyxoviridae, su genoma de ARN de cadena negativa, monocatenario y no
segmentado, codifica ocho proteinas diferentes en seis unidades transcripcionales (Fig.
1.3), las cuales se expresan dependiendo su ubicacion respecto al extremo 3 'en un
gradiente decreciente critico para el ciclo de vida viral de NDV[34], rodeados por los

promotores de la polimerasa viral leader y de trailer [35].

15186
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Figura 1.3: Estructura y disposicion de cada uno de los genes del virus de la

Enfermedad de Newcastle.

De las proteinas descritas en la Figura 1.3, tres de ellas forman parte del complejo de
polimerasa viral Ribonucleoproteina (RNP), el cual permite transcribir y replicar el genoma

virico.

1.3.2 Cepas Viricas

Basados en la virulencia de cepas analizadas de pollos contagiados se las puede clasificar
en tres tipos patolégicos. La cepa lentogénica es conocida por presentar infecciones leves,
sin sintomas, ampliamente usada como cepa vacunal para el tratamiento preventivo de la
Enfermedad de Newcastle, la cepa mesogénica es causante de la enfermedad de
severidad intermedia con baja mortalidad [5], mientras que la cepa velogénica es la cepa
altamente patdgena causa la mortalidad de las aves al poco tiempo de su infeccion, su

manipulacién requiere normas de alta bioseguridad.

1.3.3 Transmision

La trasmision se da de ave a ave, se conoce que la enfermedad se ha esparcido siendo sus
vectores aves migratorias. Hasta el momento no se ha reportado pruebas que muestren la
transmisidn del virus a través de huevos, en el caso que el embrion resultara infectado por
cepas velogénicas este morira antes de nacer.

Por razones econdmicas y practicas, la destruccion de aves de corral infectadas, ya no se

considera el método de eleccion para el control de esta enfermedad. Ademas, por razones
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éticas y ecoldgicas, el sacrificio de aves de caza migratoria se considera una préactica
inaceptable [3]

1.3.4 Patogenia e Incubacién

Una vez el virus implantado en las vias respiratorias de aves hospederas, este inicia su
replicacién virica en células epiteliales ubicadas en el tracto respiratorio hasta llegar al canal
sanguineo donde se dispersara al sistema nervioso central y asi a todo el cuerpo del ave. El

periodo de incubacién varia entre 2 a 15 dias.

1.4 Manipulacién molecular

1.4.1 Genéticainversa

El sistema de genética inversa ha permitido en el virus de influenza A, la
manipulacion del genoma viral. Este proceso puede reducir el nimero de plasmidos
requeridos para la recuperacion de virus de influenza A y permitir la generacion de
virus recombinantes que pueden manifestarse para la generacion de prototipos

vacunales [36].

En el caso de virus de influenza A ‘Luytjes’ y compania primero describen un
sistema de genética inversa (conocido como RNP de transfeccién) que se basa en
la transfeccion de un complejo RNP reconstituido in vitro dentro de células auxiliares
infectadas de influenza virus [37]. El sistema de transfeccion con 8 plasmidos ha
sido requerido al aplicar la genética inversa para el rescate del virus de la influenza

A infecciosa a partir del cDNA clonado [36].

El sistema de rescate ordena de tal modo los promotores de la polimerasa | y Il 'y
sus secuencias terminadoras para conllevar efectivamente la sintesis de ARN viral (-
) Y ARNm (+) a partir de plantillas de cDNA viral. El proceso es llevado a cabo por la
interaccion de factores moleculares derivados de la transcripcion, que generan

nuevos virus que infectaran otras células [23].

Cepas de influenza particularmente aquellas que comparten el tipo de hemaglutinina
H5 con una diferente neuraminidasa han mostrado una mayor eficacia en el campo
de genética inversa. Ademas, el mejor aprovechamiento es el uso de las técnicas

aplicadas para crear un virus de influenza que tenga una hemaglutinina de interés
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actual en una reserva genética que permita el crecimiento de altas concentraciones

en huevos, pero baja patogenicidad ya sea en aves 0 especies mamiferas [38].
1.4.2 Vacunas recombinantes

Las vacunas recombinantes estan determinadas por la capacidad en que uno o
multiples antigenos definidos puedan inducir inmunidad contra el patégeno. La
administracion de dichas vacunas en presencia de coadyuvantes o expresados por
plasmidos o vectores bacterianos y virales inofensivos producen una respuesta

inmunitaria propia del organismo [39] .
1.4.3 Medidas de contingencia

La produccién de vacunas recombinantes se encuentra como una herramienta Uutil
en la actualidad debido a que los casos de infeccion humana con el virus H7N9 esta
en auge. Por lo tanto se requiere plantear la bioseguridad como la primera linea de

defensa en la prevencion y el control de la influenza aviar HPAL.

Las acciones respectivas de mantenerse alerta a la llegada de un nuevo virus
sostienen la vigilancia serolégica de rutina, la notificacion de enfermedades, el
aislamiento o la cuarentena de las bandadas afectadas, la aplicacion de medidas
estrictas para prevenir la contaminacion y el movimiento de personas y equipo en

caso de reportarse dichos casos en nuestro pais [40].
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1Influencia aviar

2.1.1 Disefioy sintesis de H7 HA

Se sintetizard el gen de interés hemaglutinina de Influenza A como cDNA viral, a
partir de secuencias extraidas del GenBank NCBI [41] correspondientes a subtipo
Hemaglutinina 7 (H7) que afectan humanos (A/Mexico/InDRE7218/2012(H7N3)
Accesion CY125728) de alta patogenicidad en la cual se afadird una secuencia
flanco de Sap | en extremos leader y trailer (Fig. 3.1). La secuencia es relacionada al
continente Americano, mediante el cual se asegura la capacidad de obtener mi gen
de interés para la investigacion de un prototipo de vacuna relacionada a un posible
brote local [42].

2.1.2 Clonacion en vector pDZ de influenza virus

El sistema de rescate basado en ocho plasmidos pDZ consiste en un sistema
ambisense disefiado con promotores bidireccionales, en el cual se producen tanto
ARN en sentido viral y ARNm en sentido positivo para la produccion de cada
segmento gendmico [36]. Por el cual se propone el siguiente sistema de rescate de
H7 con enzima Sap | afadida, el cual se ajusta al polylinker dispuesto en mi

plasmido pDZ luego de la respectiva digestion y ligacion (Fig. 3.2) [43].

Los segmentos virales correspondientes a PB2, PB1, PA, NP, NA, M, NS para el
desarrollo del virus completo seran construidos a partir de cDNAs desde cada
segmento viral (generados por RT-PCR) con primers forward y reverse conteniendo
el sitio de restriccion Sap | y regiones UTR’s (Fig. 3.1), los cuales se encuentran en
cepas del laboratorio de Influenza A H3N2. El producto de PCR es ligado dentro de
pDZ en orientacion sense previamente digerido con Sap | (pDZ-PA, pDZ-HA, pDZ-
NA, pDzZ-PB1, pDZ-PB2, pDZ-M, pDZ-NS, pDZ-NP) y clonado en las células
competentes. Obteniendo mi plasmido de interés se purifica y se continla para

transfectar con los protocolos respectivos de laboratorio.
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2.1.3 Transfeccion y generacidn de virus.

Mediante la generacion de segmentos viricos en cada transfeccion de plasmido en
lineas celulares, da como resultado la produccién de virus infeccioso de cepas H7
y H3N2 generando eficazmente cepas combinadas sin limitaciones y de estructura
completa. La transfeccion se realizara en células de riidon canino Madin-Darby
(MDCK) y células de rifion embrionario humano 293T, las cuales se mantienen bajo
protocolos del laboratorio, dichas células se utilizaran en placas de cultivo de 24
pocillos, en el cual las lineas celulares se encuentran de 80-90% de confluencia con
previa tripsinacion [23]. La concentracién de plasmidos afiadida esta4 previamente

combinada con medio y en concentraciones de 0,5y 1 pg/ul.

Luego del cocultivo con las lineas celulares 293T/MDCK, se infectaran con
sobrenadante células MDCK que se incubaron con una capa de agarosa a
concentraciones estables durante 3 dias a 33°C. Para la infeccion de los huevos, los
sobrenadantes de las células transfectadas se cosecharon 6 o 7 dias después de la
transfeccion, y 100 ul de las diluciones del virus en Opti-MEM | se inyectaron en
huevos embrionados de pollo de 10 dias a 33°C. El titulo se determind 3 dias
después de la inoculacion mediante el ensayo TCID50 (cultivo de tejidos 50% de

dosis infecciosa) en células MDCKJ[23].
2.1.4 Analisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo se realizara por ensayos de hemaglutinacion y se comparara
su crecimiento con un background de PR8 con las respectivas diluciones en medio

PBS 1x, para analizar la concentracion virica en nuestras células [44][23].

2.2Enfermedad de Newcastle

2.2.1Construcciéon de NDV recombinante

El disefio de un virus recombinante como una solucion viable para el control y prevenciéon
de Influenza altamente patégena tanto para aves como humanos se torna prometedora en
el ambito cientifico, es asi que se desarroll6 un virus de la Enfermedad de Newcastle
recombinante que expresa el gen de la Hemaglutinina (HA) del virus de la influenza aviar
subtipo H7[45], para lo cual se inserté entre los genes codificantes para Fosfoproteina (P) y

Matriz (M) de la enfermedad de Newcastle cepa LaSota, , la secuencia génica de la
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Hemaglutinina subtipo H7 que afecta a aves , (A / pollo / Tennessee / 17-008279-4 / 2017
(H7N9) extraida del GenBank de NCBI,

Médiate técnicas implementadas de genética inversa para el caso de los virus del genero
Paramixovirus como NDV, se requiere para la transfeccién un minimo de cuatro plasmidos
[35], para lo cual tres de ellos son para la reconstruccion y replicacion del complejo de

polimerasa viral y el cuarto para la expresion virica.

2.2.2 Construccion de los Plasmidos

El genoma completo y modificado de NDV cepa LaSota, se clona en el plasmido p-LaSota
corriente abajo del promotor de polimerasa T7[35], para los genes que codifican la
Nucleoproteina (NP), Fosfoproteina (P) y Polimerasa (L), se usan plasmidos p-TM1
clonados corriente abajo igual que el plasmido con el genoma completo.

Una vez construidos los plasmidos se transfectan en células eucariotas [35], y se
transcriben mediante el sistema de polimerasa T7 [35], para lo cual el sistema de
polimerasa T7 requiere el uso de un virus recombinante o una linea celular especifica que

expresa constitutivamente la enzima [35].

p-LaSota 2 = 8 e 2
pTM1.NP < pTM1.P < pTML. L

Figura 2.1: Modelos de los 4 plasmidos usados en el sistema de rescate de NDV

2.2.3 Sistema de Rescate

Se gener6 de manera artificial un ciclo de replicacion viral en una célula productora de
ADNCc [34].Una vez unido el virus a una célula diana, éste libera en el citoplasma su genoma
asociado a las ribonucleoproteinas (RPN) viricas recombinantes, las cuales se transcriben
gracias a la ARN polimerasa de ARN- a ARN mensajero viral y en una copia de ARNc +

antigenomico de longitud completa [34], la misma que serad usada como plantilla para la
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produccion de mdultiples copias del genoma original que se incorporard en viriones

nacientes[34], el ciclo termina con la liberacién de virus recombinantes.

2.2.4 Transfeccién
2.2.4.1 Preparacion de células de mamiferos

Se dispensa las células HEp-2 en placas de 6 pocillos de 100 mm (alrededor de
1x 1% células por pocillo). Para cada virus a rescatar, se deben incluir 2-4 pocillos diferentes,
asi como 2 pozos adicionales para los controles[34].

2.2.4.2 Infeccion de células de mamifero con el virus (MVA)

Se calienta los medios de cultivo a 37°C , posteriormente se lavan las células con 1ml de
cada medio, durante 1 hora a temperatura ambiente se infecta un volumen de 200ul de

células de mamiferos cultivadas con el virus MVA-T7, se procede a incubar[34].

2243 Transfeccion de células de mamiferos

Después de la incubacién con MVA-T7, se retira el indculo del virus por aspiracién y se
reemplaza una la mezcla de transfeccion de ADN(Ayllon, Garcia-sastre, & Martinez-sobrido,
2013) previamente preparada. Se Incuban las células infectadas durante 6-8 h a 37 ° C, 5%
CO ,y luego reemplazar el medio de transfeccién con 1,5 ml de una nueva solucién. Se

Procede a co-cultivar las células transfectadas con fibroblastos aviares[34]

2.2.4.4 Co-cultivo de células de mamifero con células aviar

Se usa un plato de 100 mm de cultivo de tejidos de pollo (CEFs) o fibroblastos de embrion
de pato (DEF)[34], los medios son potenciados con un 5% de fluido alantoideo y 30 mM de
MgCI2 [34]. Las células de mamifero y aviares son lavadas, separadas, resuspendidas y

transferidas a platos de cultivo para ser incubadas.

2.2.4.5 Infeccién de huevos embrionados de pollo

Después de 3-4 dias de co-cultivo las células de mamifero y aviar, se colocan en tubos
Eppendorf, para ser centrifugadas para eliminar los desechos celulares. Los huevos son
velados con una caja de luz para ver la interfaz entre el saco de aire y la cavidad
alantoidea[34].Se hace agujero en la cascara del huevo y se inocula 500 ul del

sobrenadante con una jeringa de insulina (1 ml), apuntando la aguja vertical directamente en
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la cavidad alantoidea. Sellar la cdscara de huevo con cera derretida o parafina Incubar los
huevos durante 2-3 dias a 37 ° C [34]

2.2.4.6  Extraccion de liguido alantoideo de huevos embrionados de pollo
infectados

Incubar los huevos infectados durante 2-4 horas con el fin de matar el embrion de pollo y
coagular la sangre, agrietar la cavidad de aire (seccién apical del huevo), exponer la cavidad
alantoidea [34]. Se presiona cuidadosamente el embrién para recoger el liquido alantoideo
con una pipeta de 10 ml, el liquido alantoideo se transfiere a un tubo de centrifuga de 15
ml por huevo, para aclarar el liquido alantoideo se Transfiere el sobrenadante a un tubo
fresco, el cual se almacena a 4 ° C por hasta 1 semana [34]

2.2.47 Ensayo de hemaglutinacién (HA)

La presencia de virus en el liquido alantoideo de los huevos infectados puede determinarse
macroscopicamente por su capacidad para hemaglutinar los glébulos rojos. En el caso del
NDV, se requieren aproximadamente 10 ”* 6 unidades formadoras de placas (pfu) por ml
para dar una sefal positiva en el ensayo de HA [34]. Los ensayos de HA se llevan a cabo en
placas de 96 pocillos de fondo en V. Siempre deben incluirse en cualquier ensayo de HA
muestras de control negativo (liquido alantoideo no infectado) asi como positivo (liquido

alantoideo de cualquier virus NDV) para validarlo [34].
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CAPITULO 3

ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Influenza A

1 5GCTCTTCCEE6A 3 ‘ agcaaaagca ggggatacaa aatgaacact ammmmmmccessssos -

Sap !
1621 ttatggttta gocttogggge atcatgtttt cttettotag ccattgeaat gggattggtt

1681 ttcatttgca taaagaatgg aaacatgcgg tgcactattt gtatatagtt tgagaaaaaa
1741 acacccttgt ttectact | ATAAGCAACAGC 3°
Sap T

Figura 3.1.1. Secuencia del segmento 4 (Hemaglutinina) de influenza aviar que afecta a
humano (A/Mexico/InNDRE7218/2012(H7N3)) con secuencia Sap | afladida sintética.

Accesion: CY125728.1
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B. A/MExico/INDRE7218/2812(H7N3)
10peUILLID) [|od HAT7

1 1og-10p0woid

s 664 3\ AGCAAAAGCAGGGGATACAAAATG.. TAGTT TGAGARARAA
£ 118\ TCGTTTTCGTCCOCTATGTTTTAC........ ATCAAACTCTTTTTIT

HA peglide

Figura 3.1.2. A. Sistema de rescate propuesto para Influenza virus: Los ocho genes de
Influenza virus clonados dentro de plasmido ambisense pDZ estan ubicados de tal forma
que, se realice la codificacion de ARN gendmico en sentido negativo con la ayuda de un
promotor de polimerasa | y una secuencia terminador de raton; y en opuesta orientacion a
la polimerasa |, el cassette de polimerasa Il entra en accion para transcribir proteinas virales
del mismo gen viral. B. Disposicion de gen HA7 con secuencia Sap |, insertado en el
plasmido pDZ previamente digerida con Sap | (Geneious V8.1.9) [46].

Dia1 24 horas 48 horas 72 horas
Transfeccion con plasmidos ) Cambio de medio ) Pase de sobrenadante a MDCK Ensayo de
en cocultivo|de 293T/MDCK 0 huevos embrionados hemaglutinacion

pDZ-NP @ pDZ-PB1 I*

0 W UG U UM VR LML S AN L

_
m ? Virus no rescatado

I 253T @ ’
e

0,
O

Figura 3.1.3. Transfeccion en lineas celulares 293T/MDCK de 8 pladsmidos de rescate.
Luego de transfectar con los plasmidos pDZ de los 8 genes viricos, se cambia el medio mas
tripsina. 48 horas después el sobrenadante del cultivo de tejido pasa a infectar MDCK o
huevos embrionados de 8-10 dias. 48 -72 horas después el sobrenadante infectado es

analizado por ensayo de hemaglutinacion para comprobacion de titulos virales.
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Figura 3.1.4. Representaciones esquematicas del mecanismo de transcripcion y

ATG . TAA
TAG Viral cDNA

Proteinas polimerssas virgles

replicacién en un plasmido bidireccional. El plasmido donde se clonan nuestros 8 genes es
derivado de pCAGGs (plasmido de expresion de proteina), y la transfeccion de los mismos
se realiza dentro del nicleo de las células eucariota. El promotor de ARN polimerasa |
humano y una secuencia de terminador de raton codifican el ARN gendémico de sentido
negativo. Los factores de transcripcion de la polimerasa Il, promotor de (-actina de pollo y
terminador poli A, codifican las proteinas virales (complejo de proteinas) del mismo gen
viral. Después de la sintesis de éstas proteinas virales, se inicia la replicacion viral,
continuando con el ensamblaje de todas las moléculas virales directamente (transcripcion
pol I) o indirectamente (transcripcion pol | y replicacion viral) derivada de los resultados de
la maquinaria celular de transcripcion y traduccién en la interaccion de todas las moléculas
sintetizadas (VRNPs y las proteinas estructurales HA, NA, M1, M2, NS2/NEP) para generar

virus influenza A infeccioso.
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3.2 Enfermedad de Newcastle
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Figura 3. 2.1. Modelo de rescate de virus de la enfermedad de Newcastle.

El sistema consta con un minimo de 4 plasmidos, de los cuales 3 se encargan de transcribir
y replicar el genoma virico mediante el sistema de Ribonucleoproteinas (NP, P y L), se
digiere el genoma de NDV mediante enzimas de restriccién, usando como promotor T7 y
terminador T7, se inserta el disco con todos nucle6tidos, entre los genes que codifican a la

proteina fosfoproteina y proteina de matriz.
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Figura 3.2.2. Modelo de Transfeccion virico de la enfermedad de Newcastle

Una vez construidos los 4 plasmidos, 1 con el genoma recombinante de NDV y 4 con las
proteinas estructurales, estas al encontrarse en presencia de células HEp-2 siguiendo el ciclo
para la formacion de segmentos de ARN virico. La secuencia recombinante completa de NDV
se transcribe y replica en el citoplasma de las células, debido a que NDV es un virus de
polaridad negativa, para generar ARNs mensajeros virales, pasa de ARNc+ a ARNV- este a
su vez sirve de tandem para generar los ARNS, una vez estructuradas las proteinas los virus

son ensamblados y listos para ser liberado.
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Figura 3.2.3. Herramientas aplicadas para la recuperacion de los virus y Hemaglutinacion.

Una vez liberados los nuevos virus estos son recolectados para transfectar células de

mamiferos, asi como células aviares como fibroblastos de pollos, las células pasan por varios

procesos de lavado, centrifugacion, una vez las células listas pasan a inoculacion siendo

inyectadas en huevos de pollos embrionados, en los cuales los genomas viricos reaccionaran

en un tiempo estimado, posterior a la incubacién se extrae de los huevos el liquido alantoico

el cual sera sometido a ensayo de hemaglutinacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. Se disefidé los modelos de virus recombinantes como prototipos vacunales para el
tratamiento y control de enfermedades causantes de grandes pérdidas econémicas en la
produccion avicola, asi como causantes de enfermedades humanas, facilitado por la
implementacion de herramientas de genética inversa.

2. Se represent6 esquematicamente la propuesta de modelo de sistema de rescate, para
generar virus recombinantes con gen sintético de Hemaglutinina subtipo H7.
Determinando una propuesta metodoldgica viable mediada por busqueda bibliogréafica
para la transfeccién de plasmidos que generaran nuevos virus infecciosos.

3. Se generod una propuesta de evaluacion comprobara la efectividad del método, mediante

la titulacion viral por inhibicion de hemaglutinacion.

Recomendaciones

1. Si se inserta un nuevo gen en el genoma de NDV, este debe ubicarse aguas arriba
(upstream) del nuevo (ORF), para que sea leido por la polimerasa el extremo del gen de
parada (GE) y el inicio del nuevo gen (GS), separados por un nucleétido o secuencia

intergenica (1G).

2. Para una replicacién eficiente de NDV se debe tomar en cuenta que la longitud de su
genoma sea multiplo de seis, si es necesario, mediante mutagénesis silenciosa se
puede eliminar secuencias o afiadir nucleétidos aguas abajo (downstream) del nuevo
(ORF)

3. Para una mejor expresion de la proteina extrafia es recomendable colocar la secuencia

Kozak (K), que mejora la traduccion.

4. Mejorar el sistema de rescate para NDV usando un sistema de dos pladsmidos, para

mayor viabilidad.
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