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Resumen

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa causada por Anaplasma marginale,
una bacteria que invade y se replica dentro de los eritrocitos causando anemia hemolitica
y frecuentemente la muerte del ganado. En Argentina, la poblacién de garrapatas que afecta
al ganado bovino pertenece a la especie Riphicephalus (Boophilus) microplus y es uno de
los vectores que media la transmision de esta enfermedad. Dado que la anaplasmosis
causa grandes pérdidas econémicas, la vacunacion constituiria el método mas eficiente
para su prevencion. Se ha visto que la inoculacién con MSP1a (Major Surface Protein) de
A. marginale confiere inmunidad protectiva. Por otro lado, diversos estudios han
demostrado que las proteinas GSTs (Glutathione S-transferases) son un blanco adecuado
para el desarrollo de vacunas contra las garrapatas.

Los baculovirus son una familia de virus que infectan artrépodos. Los virus brotados (BVs,
budded viruses) no pueden replicar en mamiferos y se demostré que poseen fuertes
propiedades adyuvantes, promoviendo respuestas humorales y celulares contra antigenos
coadministrados. Entonces, en este trabajo se evalud la hipotesis de que los baculovirus
son capaces de potenciar la induccion de una respuesta inmune especifica humoral contra
los antigenos heterélogos GST de Riphicephalus microplus, y MSP1a de Anaplasma
marginale.

Para el disefio del multiantigeno GST-MSP1a se realizé un analisis bioinformatico de la
secuencia de MSP1a y se selecciond una regién enriquecida en epitopes B y T. Mientras
que la proteina GST fue incluida en forma completa debido a su corta extension. Para la
expresion de este multiantigeno en la superficie del baculovirus se clonaron,bajo el
promotor de poliedrina, ambos fragmentos bajo la secuencia sefial de exportacion de GP64
(proteina mayoritaria de la envoltura de los BV) seguidos de la secuencia codificante para
la region transmembrana y citoplasmatica de la proteina G del virus de estomatitis vesicular
(VSV). Mediante el sistema “Bac to Bac” se obtuvo el baculovirus recombinante BV GST-
MSP1a que expresé en su superficie GST MSP1a.

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune capaz de ser inducida por el baculovirus
recombinante, ya sea transportando el antigeno en si mismo o acompafiando al antigeno
en la misma formulacion vacunal, se procedié a realizar un ensayo utilizando el modelo
murino.

Se inocularon ratones BALB/c con BV wt, con BV recombinante o con BV wt coadministrado
con la proteina de fusion expresada en E.coli. Se tomaron muestras de suero a distintos
tiempos post inmunizacion y se evalué la produccion de anticuerpos especificos contra GST
mediante Western Blot y ELISA. Los ensayos mostraron que el baculovirus recombinante y
la coadministracion de baculovirus wild type con el multiantigeno expresado en bacterias
fueron capaces de inducir la respuesta inmune humoral especifica contra GST.

En conjunto, estos resultados demuestran que el baculovirus es una posible herramienta a
ser utilizada para el desarrollo de un vector vacunal para la anaplasmosis.
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Introduccion

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa causada por Anaplasma marginale
(A. marginale) cuyos signos clinicos mas frecuentes son ictericia, empalidecimiento de las
mucosas, debilidad muscular, depresion, deshidratacion, anorexia, aumento de la
frecuencia cardiaca e insuficiencia respiratoria (Richey, 1981). A. marginale es una bacteria
Gram negativa (Amerault et al., 1973) intracelular estricta (Kocan et al., 2003) que invade y
se replica dentro de los eritrocitos causando anemia hemolitica y frecuentemente la muerte
del ganado (Brown et al., 2001).

La subsistencia de la bacteria depende del establecimiento de infecciones cronicas y de la
presencia de los vectores que la vehiculizan, entre los cuales se encuentran las garrapatas.
En Argentina, la poblacion de garrapatas que afecta al ganado bovino pertenece a la
especie Riphicephalus (Boophilus) microplus y la asociacién con la transmisién de A.
marginale fue establecida a través del estudio de marcadores moleculares (Ruybal et al.,
2009). Las zonas tropicales y subtropicales donde impera el clima calido y una alta
humedad relativa, presentan las condiciones 6ptimas para el desarrollo de las garrapatas,
donde las enfermedades transmitidas por estos artrépodos son endémicas (Cabezas-Cruz
etal., 2013).

La anaplasmosis ademas de causar grandes pérdidas econdmicas representa una
limitacion para la introduccion de bovinos de mayor calidad genética para la mejora de las
razas productoras de leche y carne en la region endémica. Estos animales son susceptibles
a desarrollar la enfermedad a una edad en la que el riesgo de mortalidad es alta,
perjudicando las tasas de productividad en el NOA y el NEA de nuestro pais.

La vacunacién constituye el método mas econdmico y efectivo para la prevencion de las
enfermedades infecciosas. En el caso particular de la anaplasmosis el método de control
mas utilizado consiste en la inoculacion con Anaplasma centrale, bacteria altamente
relacionada de menor virulencia (Abdala et al.,1990; Melendez et al., 2003). Sin embargo,
este tipo de vacuna presenta como desventaja el riesgo de transmision de otras
enfermedades ya que su produccion se realiza a partir de la sangre de terneros con alta
parasitemia.

La identificaciéon de las proteinas inmunogénicas de A. marginale asi como también los
mecanismos efectores de la respuesta inmune son fundamentales para desarrollar nuevas
vacunas, seguras y efectivas frente a este patégeno.

Las primeras proteinas que se caracterizaron en la membrana externa de A. marginale
fueron las Proteinas Mayores de Superficie (MSPs), cinco proteinas inmunodominantes que
participan en distintos procesos durante la infeccién de la bacteria. EI complejo proteico
MSP1 participa en el proceso de adhesion tanto al eritrocito como a las células de garrapata.
La inoculacion con MSP1a o epitopes de esta proteina confieren inmunidad protectiva
(Brown et al., 2001; Brown et al., 2002; Santos et al., 2012).

Por otro lado, en los ultimos afios, diversos estudios han demostrado que existen distintas
proteinas que servirian como blanco para la vacunacién contra las garrapatas. Esta
estrategia vacunal disminuye no solo la alimentacion y reproduccién de las garrapatas sino
también la infeccién y transmisién de patdgenos a los vertebrados de los cuales estas se
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alimentan (Merino et al., 2013). Las proteinas GSTs (Glutathione S-transferases) juegan un
papel fundamental en la detoxificacion de compuestos xenobidticos y endogenos (da Silva
Vaz Jnr et al., 2004) y ha sido caracterizada como un blanco adecuado para el desarrollo
de vacunas contra estos ectoparasitos.

Los baculovirus son una familia de virus que infectan artrépodos. Poseen un ciclo de vida
bifasico: por un lado son transmitidos oralmente como virus derivados de cuerpos de
oclusion (ODVs, del inglés occlusion-derived viruses), los cuales se encuentran incluidos
en una matriz de poliedrina (poliedros) y son capaces de infectar las células del intestino;
por el otro, los virus brotados (BVs, del inglés budded viruses) estan especializados en la
infeccién entre células de los tejidos internos. Ambos fenotipos poseen una nucleocapside
practicamente idéntica, pero sus envolturas son distintas.

Los BVs no pueden replicar en mamiferos (Tjia et al., 1983; Volkman et al. 1983), y se
demostré que poseen fuertes propiedades adyuvantes, promoviendo respuestas humorales
y celulares contra antigenos coadministrados, la maduracion de células dendriticas (DCs)
y la produccion de mediadores inflamatorios debido a los motivos CpG presentes en su
genoma (Hervas-Stubbs et al., 2007).

Dado que los baculovirus presentan propiedades inmunoestimulatorias, en este trabajo se
evaluo la hipétesis de que los baculovirus son capaces de potenciar la induccién de una
respuesta inmune especifica humoral contra los antigenos heterélogos GST de
Riphicephalus microplus, y MSP1a de Anaplasma marginale.

Entonces el objetivo general fue evaluar la capacidad inmunoestimulatoria de los BV y su
posible uso como vector vacunal contra la infeccidon causada por A. marginale.

Asi, los objetivos especificos planteados fueron:

e Eldisefo de un multiantigeno optimizado como candidato vacunal para el control de
la anaplasmosis bovina

e La construccidn y caracterizacion de un baculovirus recombinante que transporte
en su superficie el multiantigeno GST-MSP1a

e La caracterizacion inmunolégica humoral de las formulaciones vacunales en el
modelo murino.



Materiales y métodos

- Virus
El BV utilizado en este trabajo fue el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa
californica (Autographa californica nuclear multiple polyhedrosis virus - Ac NMPV). Su
multiplicacion se realizd en células Sf9 crecidas en monocapa a 27 °C.

- Células de lepidoptero

Los BV de este trabajo fueron propagados en la linea celular de insecto Sf9 (ATCC),
derivada de tejido ovarico de Spodoptera frugiperda. Se crecié en monocapa a 27 °C, en
botellas Cellstar de 25, 75 o 175 cm? (Greiner Bio-One), utilizando EX-CELL 420 (Sigma)
con el agregado de una solucién de antibiético-antimicético (Gibco). Este medio de cultivo
se encuentra optimizado para el crecimiento de estas células y no requiere la adicion de
suero fetal bovino. La solucion que se le agregd contiene 10,000 U/ml de penicilina, 10,000
Mg/ml de estreptomicina y 25 ug/ml de anfotericina B. Para la titulacion de BVs se utilizo la
linea celular SfO-pXXLGFP, construida en este laboratorio, que expresa GFP bajo el
promotor de poliedrina (inducible por infeccién). La misma se crecié bajo la presion de
seleccién del antibidtico blasticidina (Life Technologies), a una concentracion final de 10
pg/ml.

- Cepa de ratones
Se utilizaron ratones hembras de 12 semanas de edad, libres de patégenos especificados
(SPF, del inglés Specific Patogen Free), de la cepa BALB/c. Los ratones se obtuvieron del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata
(progenitores procedentes del Jackson Laboratory, USA).

- Cepas bacterianas

Para las estrategias de clonado molecular se utilizé la cepa DH5a de Escherichia coli, cuyo
genotipo es F~ endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 @80d/lacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk mk*), A-. Para la generacion de bacmidos recombinantes
se utilizd la cepa DH10B de Escherichia coli, cuyo genotipo es F~ endA1 deoR* recA1
galE15 galK16 nupG rpsL A(lac)X74 @80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) StrR A-. Y para la expresion de proteinas recombinantes se utilizo la cepa
BL21 de Escherichia coli cuyo genotipo es F~ ompT gal decm lon hsdSs(rs ms™) [malB*k-
12(A%) Los cultivos bacterianos se realizaron en medio LB (triptona 5 g/l, extracto de levadura
5 g/l, NaCl 10 g/I, pH 7 con NaOH). En el caso de requerirse un medio semisélido, se le
agrego agar a una concentracion final de 1,5 g/100 ml. Los cultivos liquidos se realizaron
en tubos o erlenmeyers con un volumen no mayor al 10 % de su capacidad total, con
agitacion constante de 200 rpm a 37 °C. Las cepas bacterianas transformadas con un vector
plasmidico se crecieron en medio de cultivo con el agregado del antibiotico de seleccion
adecuado.



- Analisis bioinformatico de secuencias de ADN
Se emplearon los programas Bepipred, Paratome y Lbtope para predecir epitopes sobre
la secuencia de la proteina MSP1a con el fin de seleccionar la regién que formaria parte
del multiantigeno.

- Diseio del clonado

Se emplearon los programas VectorNTl y SnapGene para corroborar la presencia y
cantidad de sitios de restriccion de las enzimas que fueron utilizadas en los distintos pasos
del clonado. A su vez se corroboro también el tamafio esperado de las distintas porciones
de ADN producto de las reacciones de amplificacién por PCR o digestidén con enzimas de
restriccion. Ademas estos programas se utilizaron para confirmar el marco de lectura
correspondiente para la expresion de las proteinas recombinantes como asi también el
tamano esperado de las mismas.

- Amplificacion de secuencias por PCR

Se disenaron oligonucleétidos especificos para amplificar por PCR las secuencias de
interés que forman el multiantigeno GST MSP1a. A los oligonucledétidos se les incorporaron
sitios para enzimas de restriccion que permitieron el clonado direccional en el vector de
transferencia (pFastBacSD) o en el vector de expresién (pRSET C). Para la ampilificacion
del fragmento correspondiente a GST se utilizé como templado el plasmido pet43a GST
(con el que ya se contaba en el laboratorio). Y para la amplificacion de la region
seleccionada de MSP1a se utilizé como templado ADN extraido de eritrocitos bovinos
infectados con Anaplasma marginale provenientes del aislamiento de Mercedes (Provincia
de Corrientes, Argentina). Para la amplificacion de GSTMSP1a se empled como templado
el plasmido pFastBacSD construido en este mismo trabajo. Se probaron distintos ciclos de
amplificacién hasta hallar el mas conveniente.

- Purificacion de los productos de amplificacion
Los productos de amplificacion de GST y GSTMSP1a se purificaron empleando el kit
comercial “QlAquick PCR Purification Kit” (Qiagen).

- Metodologia del ADN recombinante
- Preparaciéon de ADN plasmidico de alta calidad
Se utilizaron las columnas de intercambio aniénico comerciales “Qiaprep spin miniprep kit”
(Qiagen). La purificacion del ADN plasmidico se realizé a partir de 3 ml de cultivo saturado
de bacterias transformadas y el ADN se eluy6 con agua.

- Digestion con enzimas de restriccion
Para las digestiones de los diferentes plasmidos se utilizaron 500 ng de ADN, 5 unidades
de enzima de restriccion (New England Biolabs), buffer apropiado y un volumen final de 20
ul. Las reacciones se incubaron 2 hs a 37 °C.



- Desfosforilacion de los extremos 5 fosfato
La remocion de los grupos fosfato de los extremos 5’ de los plasmidos digeridos se realiz
utilizando la enzima fosfatasa alcalina de camarén (SAP, New England Biolabs), siguiendo
las indicaciones del fabricante. La reaccién se incubd por 45 min a 37 °C y la enzima fue
inactivada por incubacion a 65 °C durante 5 min.

- Electroforesis en geles de agarosa
Se emplearon geles de agarosa de concentraciones 1y 1,5 %. Los geles se corrieron en
buffer TAE (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1 mM) a 5-10 V/cm a temperatura ambiente. Con el
fin de visualizar las bandas de ADN, se utilizé el agente intercalante bromuro de etidio a
una concentracion de 0,5 g/ml de gel. Para sembrar las muestras, se utilizé un buffer de
siembra de concentracion 10X (glicerol 50 %, TAE 10X, azul de bromofenol 1 %). Los geles
se fotografiaron utilizando un equipo Gel Doc (Bio-Rad) y el software Gel Doc XR.

- Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa
Las bandas de ADN resueltas mediante geles de agarosa se escindieron del gel mediante
el uso de bisturi y se purificaron utilizando los kits comerciales “lllustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare) o “QlAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen).

- Reacciones de ligado molecular
Para el ligado molecular de los diferentes insertos a los plasmidos correspondientes, se
utilizaron 100 ng de vector y una relacién molar vector:inserto 1:3. Se utilizé la enzima T4
ligasa (Promega) y el buffer correspondiente. La reaccion se llevé a cabo en un volumen de
10 pl y se incubd a 16 °C toda la noche, incluyendo un control de vector sin inserto.

- Transformacién de bacterias

Las bacterias se hicieron competentes para la transformacién mediante el método de
Hanahan (1985) y se mantuvieron congeladas a —70 °C hasta su uso. Entonces, se
descongelaron en hielo y a 50 ul de bacterias se les agregaron entre 5 pl del producto de
ligado, se mezcld suavemente y se incubod en hielo por 40 min. A continuacion, se realizd
un choque térmico a 42 °C por 90 s y se dej6 en hielo por 2 min adicionales. Luego, se
agregaron 200 ul de medio LB, se incubd a 37 °C durante 40 min con agitaciéon suave y se
plaqueé en medio LB agarizado con ampicilina a una concentracion final de 100 g/ml. Las
placas se incubaron a 37 °C toda la noche, las colonias se picaron y se usaron para inocular
cultivos de 3 ml de LB con ampicilina.

- Minipreparaciones de ADN
Se utilizé el método de Birnboim y Doly (1979) con ligeras modificaciones. Se partio de 3
ml de cultivo de bacterias en medio LB con ampicilina, crecido toda la noche a 37 °C. Las
bacterias se cosecharon por centrifugacion a 10.000 x g en una microcentrifuga de mesa y
se resuspendieron en 200 ul de Solucion | (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM, glucosa 50
mM). Luego, se agregaron 200 pl de Solucion Il (NaOH 0,2 N, SDS 1 %), se mezclo
suavemente por inversién y se incubé 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se
agregaron 200 pl de Solucion Il (acetato de potasio 3 M) y se mezcld por inversion. El



floculado se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min, se tomé el sobrenadante libre de
floculado y se traspas6 a un tubo de microcentrifuga limpio, donde se precipité el ADN
plasmidico por el agregado de 0,6 volumenes de isopropanol y centrifugacién a 10.000 x g
durante 10 min a 4 °C. Se lavd el precipitado con etanol 70 %, se dejé secar y se
resuspendio en 50 ul de agua con ARNasa A (100 g/ml). Para verificar la presencia de los
diferentes insertos en cada estrategia de clonado, se digirieron 5 ul de esta solucién con las
enzimas de restriccidon apropiadas.

- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida de concentraciones 12 y 15 %. El
grado de entrecruzamiento acrilamida:bisacrilamida utilizado fue 29:1. Se utilizaron
minigeles de 6 x 9 cm (Miniprotean lll, Biorad), los que se corrieron a una corriente
constante de 100 V en buffer Tris-glicina-SDS (Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM,
SDS 0,1 %).

- Tincién de proteinas en SDS-PAGE con azul de Coomassie
Los geles de poliacrilamida se incubaron en una solucién del colorante azul de Coomassie
0,05 % (Coomassie Brillant Blue R250 0,05 %, metanol 50 %, acido acético 10 %) durante
40 min con agitacién suave. Se retird la solucion de tincion y se decolord el exceso de
colorante por incubacion, con agitacién suave, con solucion de lavado (metanol 50 %, acido
aceético 10 %).

- Identificaciéon de proteinas mediante Western Blot
- Electrotransferencia

Luego de la electroforesis, los geles de poliacrilamida se equilibraron durante 2 min con
buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, metanol 20 %). Entonces,
se recortaron rectangulos de nitrocelulosa (S&S BA 0,45 m, Schleicher & Schuell) de
tamano algo mayor al de los geles y se hidrataron durante 5 min. Se dispuso sobre la cara
del cassette de transferencia correspondiente al electrodo negativo (Bio-Rad): una esponja
de tipo Scotch Brite (Bio-Rad), un papel de filtro Whatmann 3 mm, el gel de poliacrilamida,
el filiro de nitrocelulosa, un papel de filtro Whatmann 3 mm y una esponja del tipo Scotch
Brite. Los cassettes se montaron dentro de la cuba de transferencia (Bio-Rad), se llené con
buffer de transferencia y se transfirieron las proteinas de los geles a los filtros de
nitrocelulosa aplicando una corriente constante de 200 mA a 10 °C durante 90 min.

- Detecciéon inmunolégica de las proteinas
Los filtros de nitrocelulosa se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente en TBS-
Tween leche 5 % (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0,005 %, leche
descremada 5 %). Luego, se lavaron con TBS-Tween y se incubaron con la dilucién
apropiada del anticuerpo especifico (1:500 suero de conejo anti GST) en TBS-Tween-leche
3 %. Tras 1 hora de incubacion a temperatura ambiente con agitacion suave, se lavaron los
filtros tres veces con solucion de lavado TBS-Tween por 5 min y se incubaron con el
anticuerpo secundario diluido en TBS-Tween-leche 3 % (1:3000 para el anticuerpo anti
conejo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina). Tras 1 hora de incubacion a
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temperatura ambiente con agitacion suave, se lavaron los filtros tres veces con solucion de
lavado por 5 min. Por ultimo se procedio al revelado con 10 ml del buffer de revelado de
fosfatasa alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM) conteniendo 66 ul
de Nitro blue tetrazolium (NBT, 50 mg/ml en dimetilformamida 70 %, Promega) y 33 ul de
bromo-cloro-indoil-fosfato (BCIP, 50 mg/ml en dimetilformamida 100 %, Promega). Se
incubd con agitacion suave por 3 a 15 min a resguardo de la luz, hasta visualizar las bandas
de interés. La reaccion de revelado se detuvo con lavados con agua y los filtros se secaron
al aire y se protegieron de la luz.

- Construccion del vector de transferencia

Con el fin de producir BV recombinantes mediante el uso del sistema “Bac to Bac”
(Invitrogen), se clonaron GST y MSP1a en el plasmido de transferencia pFastBacSD
(construido en el laboratorio). Para ello, se digirieron los plasmidos pGEM-T GST con las
enzimas Xmal y EcoRIl; pGEM-T MSP1a con EcoRl y Pstl; y el pFastBacSD con Xmal y
Pstl y luego se le removieron los grupos 5fosfato. Las bandas de ADN, producto de las
digestiones, se separaron por electroforesis y se purificaron. Luego, el vector pFastBac y
los insertos GST y MSP1a se ligaron toda la noche a 16 °C. Con el producto de ligacion se
transformaron bacterias E. coli DH5a que fueron seleccionadas con ampicilina. Se
corroboré la presencia y orientacion de los fragmentos por PCR y digestion con las enzimas
Xmal y Pstl. Se obtuvo asi el plasmido de transferencia pFastBacSD GST MSP1a.

- Produccion de BV recombinantes
- Obtencion de bacmidos recombinantes

Se transformaron 50 pl de E. coli DH10B competentes con el plasmido de transferencia
obtenido. La seleccién de las bacterias que incorporaron el plasmido se realizé en placas
de LB agar con kanamicina 50 ug/ml, tetraciclina 10 pg/ml y gentamicina 7 ug/ml; el evento
de transposicion fue seleccionado por el color de la colonia (fenotipo blanco) en presencia
de IPTG 40 ug/ml y Bluo-gal 100 pg/ml (Sigma-Aldrich). Se realizé la purificacion del
bacmido segun se describe en el manual expresion en baculovirus (O'Reilly, 1994). A
continuacion, se confirmé la presencia del cassette de interés en el bacmido recombinante
mediante PCR con los oligonucleétidos especificos universales M13 Forward y M13
Reverse que flanquean el sitio de transposicion. Para esta reaccién se utilizé la enzima
Platinum DNA polimerasa (Invitrogen) y el ciclo de amplificacién fue 95 °C 5 min, (94 °C 30
s,55°C 30 s, 72 °C 5 min) x 30 ciclos, 72 °C 7 min (O’Reilly, 1994).

- Obtencion de los BV recombinantes
Se obtuvieron BV recombinantes mediante el método de transfeccion de células con lipidos
catidnicos. Se mezclaron, en un tubo de 1,5 ml, 100 yl de medio EX-CELL 420 con 2,5 ug
de ADN del bacmido recombinante y 100 pl de medio EX-CELL 420 con 10 ul de Cellfectina
(Invitrogen). La mezcla se incubd 15-45 min a temperatura ambiente, se agregaron 0,8 ml
de medio EX-CELL 420 y se agreg6 sobre una monocapa de células Sf9 crecida en placas
de seis pocillos a una densidad de 1x10° células/pocillo. Las placas se incubaron por 4 hs
a 27 °C. Luego se removio el medio de transfeccion y se agregaron 3 ml de medio EX-CELL
420. Tras 6 dias de incubacion a 27 °C, se colectaron los sobrenadantes en forma estéril,
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se clarificaron por centrifugacion a 1200 rpm durante 10 min a 4°C y se conservaron
refrigerados y protegidos de la luz. Se obtuvo asi el BV recombinante GST MSP1a.

- Amplificacién de los BV recombinantes

Se realizaron dos pasajes ciegos de los BV obtenidos, en células Sf9. Para ello se infectaron
1x10° células crecidas en botellas Cellstar de 25 cm? con 100 pl de los sobrenadantes de
transfeccion o infeccion. Luego de 1 hora de adsorcion, se agregaron 4 ml de medio EX-
CELL 420 y se incubaron las células por 6 dias a 27 °C. Los sobrenadantes de infeccion se
colectaron de forma estéril, se clarificaron por centrifugaciéon a 1200 rpm durante 10 min a
4 °C y se mantuvieron refrigerados y protegidos de la luz. Se realizé un tercer pasaje en
una botella de 175 cm? , que constituyo el stock viral.

Para obtener el stock viral se sembraron 2,5x107 células Sf9 por botella Cellstar de 175 cm?
(Greiner Bio-One) y se dejo reposar horizontalmente durante 20 minutos a temperatura
ambiente permitiendo la adhesion de las células a la superficie. Luego, se le quitd el medio
de cultivo y se infecté con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1. Se incubé la infeccién
durante 1 hora a temperatura ambiente, agitando suavemente la botella cada 10 minutos
para asegurar la distribucién equitativa de virus en toda la monocapa celular. Una vez
finalizada la incubacion se retird el indculo viral y se volvié a agregar medio de cultivo EX-
CELL. Las botellas se incubaron en la camara de 27°C. El dia 5 post-infeccion se retir6 el
medio de cultivo de las botellas, se clarificd por centrifugaciéon a 1200 rpm 10min 4°C y se
guardo el sobrenadante en tubos Falcon de 50 ml a 4°C. Del mismo modo se procedio para
la amplificacion del BV AcCMNPV wt. Ademas, a fin de optimizar la produccion de la proteina
recombinante GST MSP1a se realiz6 un ensayo en botellas de 75 cm?, donde se sembraron
1x107 células Sf9 y se las infecté con una MOI de 0,05, 0,5 o0 3,6 de BV GST MSP1a. La
cosecha en este caso fue a los 3 0 a los 5 dias post infeccion.

- Titulacion por dilucién a punto final

La titulacion de virus infectivo se realizé siguiendo el protocolo propuesto por O’Reilly
(O'Reilly 1994), utilizando la linea celular Sf9-pXXLGFP que fluorece s6lo en presencia de
replicacion viral. Brevemente, se agregaron 300 ul de diluciones desde 10* a 107"° de los
stocks virales a 2,7 ml de células Sf9-pXXLGFP a una densidad de 2,5x10° células/ml para
la pre-adsorcion del virus a las células. Luego, 200 uyl de cada una de estas siete
suspensiones fueron colocados en 12 pocillos (una fila) de una placa de 96 pocillos,
mientras que en la fila restante se colocaron células sin infectar (control negativo). La placa
se incub6 durante 7 dias en camara humeda a 27°C y se contaron, pasado este tiempo,
pocillos infectados (fluorescentes) por visualizacion al microscopio en presencia de luz azul.
Los titulos virales se calcularon segun el método descripto por Reed y Miuench (Reed and
Muench 1938).

- Evaluaciéon de la expresion de la proteina recombinante en las células de
lepidéptero

Para esto, se infectaron monocapas de células Sf9 con el BV recombinante GST MSP1a a

distintas multiplicidades de infeccion. A los 3 o 5 dias post infeccién se cosecharon los

sobrenadantes de infeccion. Se obtuvo un pellet de los BV por centrifugacion a 12800 rpm
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durante 1 hora a 4 °C. Los BV se mezclaron con buffer de siembra (Tris-HCI 100 mM pH
6,8, SDS 4 %, azul de bromofenol 0,02 %, -mercaptoetanol 1,8 %, glicerol 20 %). Estas
muestras se hirvieron por 5 min y se resolvieron por SDS-PAGE (12 o 15 %). La proteina
recombinante se detectd por Western blot. Se empled un suero de conejo anti-GST en
dilucion 1:500 en solucion de bloqueo (TBS 1X Tween 20 0,05% Leche 3%). Y como
anticuerpo secundario, un anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma-
Aldrich) en dilucion 1:3000, también en solucién de bloqueo.

- Produccién de proteinas recombinantes en bacterias

- Expresion de proteinas recombinantes en bacterias
Se transformaron bacterias E. coli BL21 con el plasmido pet43a GST (con el que ya se
contaba en el laboratorio) o con el pPRSET C GSTMSP1a (contruido en este trabajo). Las
bacterias se sembraron en placas de Petri con LB Agar, seleccionadas con ampicilina e
incubadas toda la noche a 37 °C. A partir de las colonias obtenidas se realizaron cultivos
liquidos de 3 a 5 ml de LB-Ampicilina, que fueron crecidos toda la noche a 37 °C y 200rpm
de agitacion. Estos cultivos fueron utilizados como indculo para cultivos mayores realizados
en un volumen de 50ml en erlenmeyer. Se realizé la induccidon de la expresion de las
proteinas recombinantes con IPTG 1mM cuando los cultivos alcanzaron una densidad
Optica (DO) a 600nm entre 0,4 y 0,6. La induccion durd 4 hs y se tomaron alicuotas cada 1
hora para evaluar la expresion de las proteinas recombinantes en funcién del tiempo por
tincion en SDS-PAGE con azul de Coomassie y por deteccion de la proteina por Western
Blot.

- Purificacion de las proteinas recombinantes expresadas en bacterias
Finalizadas las 4hs de induccién se cosecharon las bacterias por centrifugacion a 8000 rpm
durante 10 min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en PBS 1X
a razon de 50 ul de PBS 1X por cada mililitro de cultivo bacteriano. Las bacterias
resuspendidas fueron sonicadas en hielo y centrifugadas a 12000 x g durante 10 min a 4°C.
El sobrenadante resultante fue purificado empleando la columna “Glutathione - Sepharose
4B resin” (GE Healthcare). El eluido de la proteina se realizé con 60 pl del buffer de elucion
(Tris-HCI 50 mM, Glutation 10 mM, pH 8). Se tomaron alicuotas de cada paso de la
purificacién. Se evalud la purificacion obtenida por tincion en SDS-PAGE con azul de
Coomassie y por deteccion de la proteina por Western Blot.

- Cuantificacién de la proteina recombinante
A fin de conocer la concentracion de la proteina purificada se realizé una curva de BSA de
concentracion conocida (entre 2 y 0,015 mg/ml) empleando el kit comercial “Micro BCA
Protein Assay Kit” (Thermo Scientific).

- Remocion de trazas de endotoxinas de la proteina recombinante
Con el objetivo de remover las trazas de endotoxinas provenientes del cultivo bacteriano,
la solucién de proteina GSTMSP1a purificada fue tratada con Polimixina B - Sepharosa
(Biorad) siguiendo las especificaciones del fabricante. A 100pl de eluido proteico se le
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agregaron 50 ul de Polimixina B y se incubd 40 minutos en hielo. Esta proteina fue
empleada para inocular ratones.

- Inmunizacién de los ratones
Se inyectaron por via intraperitoneal grupos de cuatro (n=4) ratones con 7x10’ pfu de BV
wt, BV GST MSP1a o BV WT + proteina recombinante GSTMSP1a (en masa equivalente
a la administrada en la inmunizacién con el BV recombinante). Se realizaron 2
inmunizaciones a los 0 y 24 dias.|

- Obtencion de suero
A distintos tiempos, se tomaron muestras de sangre mediante el corte en venas de la cola.
La sangre fue colectada en tubos sin heparina, incubada primero 1 hora a 37 °C y luego 1
hora a 4°C. Pasado este tiempo se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante (suero) fue trasvasado a un nuevo tubo y conservado a -20 °C.

- Manejo de animales bajo las normas de buenas practicas de laboratorio
Este estudio fue llevado a cabo en estricta concordancia con las normas del comité de ética
institucional para cuidado y uso de animales de experimentacién del INTA. Los animales
fueron sacrificados mediante inhalacion de CO..

- Evaluacion de la respuesta inmune humoral
- Evaluacion de la produccién de anticuerpos especificos para GST
mediante Western Blot

Se realizé un gel preparativo de poliacrilamida donde se sembré6 GST recombinante
expresada en bacterias. Luego de la electroforesis se transfirié a un filtro de nitrocelulosa.
Este filtro se corté en bandas de aproximadamente 0,5cm de ancho que se emplearon para
realizar el Western Blot. Se evalud la presencia de anticuerpos especificos contra GST en
los sueros de los ratones a 10 dias de la segunda inoculacion utilizando una dilucién xxx.

- Evaluacion de la produccién de anticuerpos especificos para GST
mediante ensayos de ELISA

Se realizaron ensayos de ELISA indirecto y de ELISA “Sandwich”. Para ello se emplearon
placas de ELISA de 96 wells de fondo plano y alto pegado. Se ensayaron distintas
condiciones de bloqueo y lavado encontrandose que la mas eficiente fue la que se presenta
a continuacion. Las placas se sensibilizaron con buffer carbonato 0,1M pH 9,6 con distintas
cantidades de GST (500, 1500 o 4500 ng/well) o con una dilucion 1:100 de suero de conejo
anti-GST. Las placas se incubaron toda la noche a 4 °C. Se retir6 el buffer carbonato y se
procedio a realizar el bloqueo con PBS 1X Tween 20 0,05% leche 5% Suero normal equino
5%. El bloqueo se realizé durante 1 hora a 37 °C. A continuacion se realizaron 3 lavados
con PBS 1X Tween 20 0,05%. Luego de los lavados, en el caso del ELISA “Sandwich” se
incubd durante 1 hora a 37°C con 500ng GST/well diluida en la solucién de bloqueo. Pasado
ese tiempo se realizaron 3 lavados con PBS 1X Tween 20 0,05%. Los sueros de los ratones
se emplearon en una dilucién 1:100 en solucion de bloqueo y se incubaron durante 1 hora
a 37°C. Se repitieron los 3 lavados con PBS 1X Tween 20 0,05% y se procedié a incubar
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por 1 hora a 37°C con el anticuerpo secundario anti-ratébn conjugado a HRP en dilucion
1:3000 en solucion de bloqueo. Finalmente se repitieron los lavados con PBS 1X Tween 20
0,05% vy se reveld con TMB. Se incubd con una leve agitacion y a resguardo de la luz.
Alrededor de los 10 minutos de comenzado el revelado y tras la aparicion de color, se frené
la reaccion por el agregado de acido sulfurico 2N. Se midié la absorbancia a 450nm.
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Resultados

Se disefid un multiantigeno conteniendo la proteina GST de la garrapata Riphicephalus
microplus y una region de MSP1a de Anaplasma marginale. La proteina GST fue incluida
en forma completa debido a su corta extension. Mientras que para la proteina MSP1a se
realizé un analisis bioinformatico de su secuencia y se seleccioné una region enriquecida
en epitopes By T.

Para la construccion de este multiantigeno se clonaron GST y la regién de MSP1a, por
separado, en el vector pGEM-T. Previamente esos fragmentos fueron amplificados por PCR
con oligonucleétidos especificamente disefiados para las regiones de interés (tabla 1).

For GST Xmal 5-A GAC CCG GGA ATG GCT CCT ATT CTC GGC -3’
Rev GST EcoRl 5-A CAG AAT TCC CAG CCT GCT GCC GAA GCT -3’
For MSP1a EcoRI 5-A GGA ATT CTG ATG TCA GAG TGT GTG TCC -3’
Rev MSP1a Pstl 5-A CTG CAG GTA CTC AAC ACT CGC AAC -3

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las porciones de GST y de MSP1a que componen
el multiantigeno, para su clonado en el vector de destino pFastBacSD. Las bases indicadas en negrita hacen
referencia al sitio de restriccion de la enzima mencionada en el nombre del oligonucleétido en cuestion.

Para la amplificacion de los fragmentos se utilizé el ciclado presentado en la tabla 2.

95°C Zmin

95°C 45seqg
64°C 45seq 35 ciclos
72°C 45seqg
72°C 10min

Tabla 2. Ciclado empleado para la amplificacion de GST y de MSP1a.

Como templado para la reaccién de amplificacion se utilizé el vector pet43a GST, con el
que ya se contaba en el laboratorio y ADN de Anaplasma marginale extraido de eritrocitos
bovinos infectados (figura 1).
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Figura 1. Amplificacion de GST y MSP1a - Electroforesis en gel de agarosa 1,5%. A. Amplificacion de GST
M: Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1: Producto de amplificaciéon. B. Amplificacion de MSP1a

M: Marcador de peso molecular 1kb Plus; 1: Producto de amplificacion.

Se obtuvieron productos de amplificaciéon para GST y Msp1a de los tamanos esperados
(677 y 518 pb respectivamente). Estos fragmentos fueron purificados utilizando los kits
comerciales QIAquick PCR Purification Kit para el caso del producto de amplificaciéon de
GST e lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit para el caso de la banda
mayoritaria del producto de amplificacién de MSP1a. Ambos productos de amplificacion se

clonaron en el vector pGEM-T Easy Vector (figura 2).
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Figura 2. Vector pGEM-T GST (A) y pGEM-T MSP1a (B).
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Con el producto de la ligacion pGEM-T GST y pGEM-T MSP1a se transformaron bacterias
competentes quimicas E. coli DH5a y a partir de los cultivos liquidos de las bacterias
transformadas se purificaron los plasmidos en cuestion.

Luego, para confirmar la presencia de los insertos GST y Msp1, los clones fueron digeridos
con la enzima de restriccion EcoRI. Los resultados mostraron que los clones 1, 3y 5 (panel
A de la figura 3) y los clones 1 y 3 (panel B de la figura 3) poseen el inserto del tamafio
esperado (697 y 538 pb respectivamente).

A B

3000 pb
5 - - e —— 3000 pb

850 pb
650 pb — -

\ \ \ 650 pb

500 pb

N\ 200 pb

300 pb

Figura 3. Digestion de pGEM-T GST y pGEM-T MSP1a con la enzima de restriccion EcoRI - Electroforesis
en gel de agarosa 1,5%. A. Digestion de los clones pGEM-T GST, M: Marcador de peso molecular 1kb Plus
(Invitrogen); 1 al 5: Producto de digestion con EcoRlI de los distintos clones pGEM-T GST. B. Digestion de los
clones pGEM-T MSP1a, M: Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1 al 5: Producto de digestion con
EcoRI de los distintos clones pGEM-T MSP1a.

Los clones 1 y 3 de pGEM-T GST fueron digeridos con las enzimas de restriccion Xmal y
EcoRI (panel A de la figura 4). Mientras que el clon 1 de pGEM-T MSP1a fue digerido con
EcoRI y Pstl (panel B de la figura 4). En ambos casos, el fragmento liberado presento el
peso esperado (665 y 513pb respectivamente) y se procedio a purificarlo empleando un kit
comercial (QIAEx Il Gel Extraction Kit).
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Figura 4. Digestion de los vectores pGEM-T GST, pGEM-T MSP1a y pFastBacSD - Electroforesis en gel
de agarosa 1,5%. A. Digestion de clones pGEM-T GST con las enzimas de restriccion Xmal y EcoRI, M:
Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1: Producto de la digestion simultanea del clon 1 de pGEM-
T GST con las enzimas Xmal y EcoRI; 2: Producto de la digestion simultanea del clon 3 de pGEM-T GST con
las enzimas Xmal y EcoRI. B. Digestion del vector pFastBac con las enzimas Xmal y Pstl y del vector pGEM-T
MSP1a con EcoRl y Pstl, M:Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1: Producto de la digestion con
Xmal de pFBsd digerido previamente con Pstl; 2: Producto de la digestion con Pstl de pFBsd digerido
previamente con Xmal; 3: Producto de la digestion simultanea del clon 1 de pGEM-T MSP1a con EcoRlI y Pstl.

Los fragmentos resultantes de la digestién conjunta de los plasmidos pGEM-T GST vy
pGEM-T MSP1a con las enzimas Xmal/EcoR| y EcoRI/Pstl, respectivamente, fueron
subclonados en el vector de transferencia pFastBacSD (previamente construido y
caracterizado en el laboratorio). En dicho vector tuvo lugar la fusion de ambos fragmentos
mediante una ligacion triple. Este vector presenta bajo el promotor de poliedrina una
secuencia sefal de exportacién de GP64 (proteina mayoritaria de la envoltura de los
baculovirus) y la secuencia de la regién transmembrana y citoplasmatica de la proteina G
del virus de estomatitis vesicular (VSV). Las dos secuencias mencionadas flanquean el sitio
de insercion del multiantigeno GST-MSP1a (figura 5). Para realizar dicho clondado, el
vector pFastBacSD fue digerido secuencialmente con las enzimas Xmal y Pstl (panel B de
la figura 4), y posteriormente, se desfosforilaron los extremos 5fosfato. Por ultimo, se
procedio a realizar una ligacion entre el vector, y los dos fragmentos obtenidos previamente.
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Figura 5. Vector pFastBacSD GST MSP1a.

Con el producto de ligacion se transformaron bacterias competentes quimicas E. coli DH5a.
A partir de distintos clones se purific el plasmido en cuestion y fue digerido con las enzimas

Xmaly Pstl para confirmar la insercion de los dos fragmentos de interés. Se liberd un inserto
del peso esperado (1178pb - figura 6).

4000 pb
3000 pb
2000 pb
1650 pb

1000 pb

Figura 6. Digestion del pFastBacSD GST MSP1a con Xmal y Pstl - Electroforesis en gel de agarosa 1%.
1 al 5: Producto de la digestion mencionada de distintos clones del plasmido de interés; M: Marcador de peso
molecular 1kb Plus (Invitrogen).
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Con el plasmido pFastBacSD GST MSP1a se transformaron bacterias E. coli DH10Bac y
se sembraron en placas de Petri conteniendo LB Agar con gentamicina, tetraciclina,
kanamicina, BluoGal e IPTG. A partir de las colonias blancas obtenidas en esas placas se
realizaron cultivos liquidos en LB Gentamicina/Tetraciclina/Kanamicina. A partir de estos
cultivos se realizé una purificacion de bacmido. A los bacmidos obtenidos se les procedio a
realizar una PCR con los primers M13 para verificar la presencia del inserto de interés
(figura 7).

4000 pb
3000 pb

500 pb
400 pb
300 pb

Figura 7. Amplificacion del inserto de interés con los oligonucleétidos M13 - Electroforesis en gel de
agarosa 1,5%. M: Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1 al 9: Producto de amplificacion de la
reaccion mencionada utilizando como templado los distintos bacmidos purificados.

Con el bacmido recombinante se transfectaron células de lepidoptero Sf9. Luego, se

realizaron 3 pasajes hasta obtener el stock viral del BV recombinante GST MSP1a y se
evalud la presencia de la proteina GST MSP1a en los BVs por Western Blot (figura 8).
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Figura 8. Western Blot del baculovirus recombinante BV GST MSP1a. M: Marcador de peso molecular
“Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein Ladder”; 1y 2: BV GST MSP1a Pasaje 2 proveniente de la
infeccion de células sf9 con dos m.o.i. distintas, anticuerpo primario monoclonal Anti-MSP1a; 3y 4: BV GST
MSP1a Pasaje 2 proveniente de la infeccion de células sf9 con dos m.o.i. distintas, anticuerpo primario policlonal
Anti-GST producido en conejo.

Dado que en la figura 8 se observa el clivaje de la proteina GST-MSP1a en sus dos partes
constituyentes se realizaron nuevas infecciones. Se probaron distintas m.o.i (0,05, 0,5 y
3,6) y distintos tiempos de cosecha del sobrenadante de infeccion (3 y 5 dias) usando
inhibidores de proteasas en el cultivo. Del mismo modo que en la situacion anterior se
realizé un Western Blot como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Western Blot del BV GST MSP1a producto de la infeccion con distintas m.o.i. y distintos
tiempos de cosecha. M: Marcador de peso molecular “Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein
Ladder”; 1: BV GST MSP1a m.o.i 0,05 cosecha 3 dias; 2:BV GST MSP1a m.o.i 0,5 cosecha 3 dias; 3:BV GST
MSP1a m.o.i 3,6 cosecha 3 dias; 4:BV GST MSP1a m.o.i 0,05 cosecha 5 dias; 5:BV GST MSP1a m.o.i 0,5
cosecha 5 dias; 6: BV GST MSP1a m.o.i 3,6 cosecha 5 dias; C-: Control negativo, BV AcKAG GFP T7 Cherry.
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En la figura 9 se observa que aun modificando la multiplicidad de infeccion empleada y los
tiempos de cosecha continua ocurriendo el clivaje del multiantigeno. Ademas, se observa
que el fragmento que es reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-MSP1 (panel B de la
figura 9) es del mismo tamarno que el que es reconocido por el anticuerpo anti-proteina G
de VSV (panel C de la figura 9). Asi, se puede concluir que MSP1a permanece fusionada
a la porcion transmembrana de la construccion realizada.

Con el objetivo de comparar entre la respuesta obtenida cuando se inocula con el vector
viral que transporta al multiantigeno y cuando se coadministran el vector y el multiantigeno,
se decidié expresar la proteina de fusién GST-MSP1a en E.coli. Para ello se amplificé el
fragmento de interés (figura 10) utilizando como templado el vector pFastBacSD GST-
MSP1a (figura 5). Se utilizé el ciclado ya mencionado en la tabla 2 y los los oligonucleétidos
que se presentan en la tabla 3.

For GST-MSP12 Pstl &-A CTG CAG ATG GCT CCT ATT CTC GGC -37

Rev GST-M3P1a Hindlll 8°-A AAG CTT GTA CTC AAC ACT CGC AAC -3

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del inserto GST-MSP1a que componen el
multiantigeno para su clonado en el vector de destino pRSET C. Las bases indicadas en negrita hacen
referencia al sitio de restriccion de la enzima mencionada en el nombre del oligonucleé6tido en cuestion.

2000 ph
1650 ph

1000 pb

Figura 10. Amplificacion del inserto GST-MSP1a — Electroforesis en gel de agarosa 1%. M: Marcador de
peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1: Producto de amplificacion.
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Se purificd el producto de amplificacion empleando un kit comercial (QlAquick PCR
Purification Kit) y se clon6 en el pGEM-T Easy Vector (figura 11). Con el producto de ligacion
se transformaron bacterias competentes quimicas E. coli DH5a y se realizaron luego
cultivos liquidos a partir de los cuales se purificé el plasmido de interés.

EcoRl (52)
Far GST-MS5P1a Pstl (62 .. 85)
Pstl {87)

T7 promaoter

EcoRl (727)

pPGEM-T GSTHSF1a

4158 bp

HindIII (1236}
— Rev GST-MSP1a Hindlil (1218 .. 124;

EcoRl (1253)
Pstl (1271)

lac operatc

Figura 11.Vector pGEM-T GST MSP1a

Para confirmar la insercién del fragmento de interés se digirié con la enzima de restricciéon
EcoRl los distintos clones del pGEM-T GST MSP1a (figura 12)
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1650 ph
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500 pb

Figura 12. Digestion de los clones del pPGEM-T GST MSP1a con EcoRI - Electroforesis en gel de agarosa
1%. M: Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1, 3, 5, 7, 9: Clones 1, 2, 3, 4 y 5 sin digerir,
respectivamente; 2,4,6,8,10: Producto de digestion de los clones 1,2, 3, 4 y 5 con EcoRI.

Teniendo en cuenta la figura 12 solo el clon 5 presenta el inserto de interés (fragmentos de
675y 526 pb correspondientes a GST y MSP1a, respectivamente).

Para la expresion de GST MSP1a, el vector pGEM-T GST MSP1a y el vector de destino
pRSET C fueron digeridos con las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll. ElI fragmento
liberado en el primer caso y el vector linealizado en el segundo fueron purificados con un
kit comercial (QIAquick Gel Extraction Kit). ElI fragmento GST MSP1a se subclond en
pRSET C (figura 13). Con el producto de ligacion se transformaron una vez mas bacterias
competentes quimica E. coli DH5a.
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Figura 13. Vector pRSET GST MSP1a

Para confirmar la inserciéon del fragmento de interés en los clones de pRSET C GST MSP1a
se realizé una reaccion de PCR empleando el ciclado de la tabla 2 y los primers de la tabla
3 (figura 14).

3000 pb

2000 pb
1650 pb

1000 pb

Figura 14. Amplificacion del fragmento GST MSP1a - Electroforesis en gel de agarosa 1%. M: Marcador
de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 1, 2 ,3: Producto de amplificacién a partir de distintos clones de pRSET
C GST MSP1a; C+: Control positivo de la reaccién, producto de amplificaciéon a partir de un bacmido
recombinante GST MSP1a; C-: Control negativo de la reaccion, no se coloco templado.
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Con el objetivo de expresar el multiantigeno en bacterias, se transformaé la cepa E. coli BL21
con el vector pPRSET C GST MSP1a y se indujo la produccién de la proteina de interés con
IPTG. Se realizé un SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie y un Western
Blot contra GST (figura 15).

A B

M 4hs 3hs 2hs 1hr s/ ind

~100kDa
~70kDa

~55kDa - __ — —

~40kDa

~35kDa

~25kDa

Figura 15. Cinética de la expresion de GST-MSP1a en E.coli BL21. (A) SDS-PAGE con tincion de Coomassie
Blue y (B) Western Blot de la induccion de la proteina GST-MSP1a - Gel de poliacrilamida 12%.

Se realizo la purificacion de la proteina recombinante y se evalué el contenido de proteinas
totales mediante la tincion del SDS-PAGE con azul de Coomassie y la presencia de la
proteina de interés por Western Blot revelado con anticuerpo anti GST (Figura 16).

A B

M Pellet Perc {5 R Elu M Pellet Perc L1 Lz 13 Elu
i

~100kDa |

~70kDa |

~55kDa .

i
T
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~35kDa |
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-

Figura 16. Purificacion de GST-MSP1a. (A) SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie y (B) Western Blot
de la purificacion de la proteina GST-MSP1a - Gel de poliacrilamida 12%.
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Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune capaz de ser inducida por el baculovirus
recombiante, ya sea tranportando el antigeno en si mismo o acompanando el antigeno en
la misma formulacién vacunal, se procedié a realizar un ensayo utilizando el modelo murino.
Los ratones fueron divididos en 3 grupos de 4 ratones (n=4) cada uno. Cada grupo recibio
dos dosis de las formulaciones vacunales que se detallan en la tabla 4 a los 0 y 24 dias.La
inoculacion y el sangrado de los ratones siguio el esquema presentado en la tabla 5.

Grupo 1 (n=4) | BV wild type
Grupo 2 (n=4) | BV recombinante GSTM5P1a
Grupo 3 (n=4) | BV wild type + GSTMSP1a (expresada en E. coli)

Tabla 4. Formulaciones vacunales con las que fueron inoculados los ratones

Dia0 | Sangria preinmune y 1ra Inoculacion
Dia 10 | 1lra Sangria

Dia 21 | 2da Sangria

Dia 24 | 2da Inoculacion

Dia 34 | 3ra Sangria

Dia 55 | 4ta Sangria

Tabla 5. Esquema de sangrado e inoculacion de los ratones.

Con el fin de poder determinar si el baculovirus logra inducir una respuesta inmune humoral
especifica contra GST fue necesario expresar dicha proteina para poder desarrollar
ensayos de Western Blot y ELISA. Para ello se decidié expresar dicha proteina en bacterias
E. coli BL21 utilizando el plasmido pet43a GST, se indujo la expresion de la proteina
recombinante con IPTG y se evalué la inducciéon mediante tincién del SDS-PAGE con azul
de Coomassie y Western Blot anti GST (figura 17).
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Figura 17. Cinética de la expresion de GST en E.coli BL21. (A) Western Blot y (B) SDS-PAGE con tincion de
azul de Coomassie de la induccion de la proteina GST - Gel de poliacrilamida 15%. 1: Induccion durante 4 hs
de la proteina SAG (Proteina no relacionada con GST, control negativo); 2: Induccion de GST durante 4 hs; 3:
Cultivo transformado con el vector pet43a GST sin inducir; M: Marcador de peso molecular “Thermo Scientific
PageRuler Prestained Protein Ladder”.

Se purificd nuevamente la proteina recombinante obtenida y se evaluo las presencia de
proteinas contaminantes mediante tincion del SDS-PAGE con azul de Coomassie y se
evidencio la proteina de interés mediante Western Blot revelado con anticuerpos anti GST
(figura 18).

Shte 2 P 1 L1 L2 L3 M Elul Eluz
o AL = = Eluz Elul M L3 12 |1 Percl Sbte2

~25kDa 1

NN

Figura 18. Purificacion de GST. (A) SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie y (B) Western Blot de la
purificacion de la proteina GST - Gel de poliacrilamida 15%.
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A partir de las muestras de sangre recolectadas, se realizo la extraccion de suero el cual
fue utilizado para evaluar la respuesta inmune humoral de los ratones mediante ensayos
de Western Blot y ELISA (figura 19). Para la deteccion de anticuerpos anti GST mediante
Western Blot se realizdé un gel preparativo de acrilamida 15% donde se llevo a cabo la
electroforesis de GST purificada. Luego, se transfiri6 a un filtro de nitrocelulosa y se
evaluaron los sueros de los ratones al dia 34 en una dilucién 1:50. Para el ELISA indirecto
se sensibilizdé la placa con distintas cantidades de GST purificada (500, 1500 y 4500
ng/well). Ademas, con el fin de aumentar la sensibilidad del método, se realizé un ELISA
“Sandwich”, sensibilizando la placa con suero de conejo anti-GST y se empled una
concentraciéon de 500ng de GST por pocillo. En los ELISAs se evalué la respuesta de un
pool sueros de los ratones inoculados con el BV recombinante al dia 34 frente a un suero
preinmune.

» 1:100 Suero 34 dias BV GSTMSP1a
1:100 Suero preinmune

M i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

= [
~25kDa | . i “‘

ELISA ELISA

L o
indirecto Sandwich”

Figura 19. Evaluacion de la respuesta inmune humoral. (A) Western Blot y (B) ELISA para la deteccion de
anticuerpos especificos anti-GST en el suero de los ratones. A. Western Blot para la evaluacion de los sueros
de los distintos ratones. M: Marcador de peso molecular “Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein
Ladder”; 1,2,3: dilucion 1:50 del suero de los ratones inoculados con BV wt al dia 34; 4,5,6,7: dilucion 1:50 del
suero de los ratones inoculados con BV GSTMSP1a al dia 34; 8,9,10: dilucién 1:50 del suero de los ratones
inoculados con BV wt + GSTMSP1a al dia 34; 11: Control positivo, suero de conejo anti-GST en dilucion 1:500;
12: dilucion 1:50 de suero preinmune. B. Ensayos de ELISA: Valores de absorbancia en funcion de la cantidad
de GST por pocillo, el tipo de ELISA realizado y el suero evaluado.

En el panel A de la figura 19 se observa que hubo reconocimiento de GST tanto por parte
de los sueros del grupo 2 como los del grupo 3: ratones inoculados con el baculovirus
recombinante y ratones inoculados con el baculovirus wild type mas la proteina GSTMSP1a
recombinante. No se observa reaccion de los sueros de los ratones inoculados con el
baculovirus wt solo ni del suero preinmune. En el panel B de la figura 19 se observa que los
sueros de los ratones inoculados con el BV recombinante presentan una sefial mucho
mayor que el suero preinmune. Ademas, se puede concluir que es mas eficiente, bajo las
condiciones de trabajo de este estudio, el uso del ELISA “Sandwich” para la deteccion de
los anticuerpos especificos anti-GST.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que fue posible construir el
vector de transferencia pFastBacSD GSTMSP1a y que utilizando el sistema “Bac to Bac”
se obtuvo un bacmido recombinante. Con este bacmido se transfectaron células de
lepidéptero obteniéndose la primer progenie viral. Mediante ensayos de Western Blot pudo
confirmarse la expresion del multiantigeno en las células de insecto infectadas con el BV
GSTMSP1a. En este punto se evidencio que el multiantigeno se encuentra clivado en dos
fragmentos que mantienen el reconocimiento por los anticuerpos especificos anti-GST y
anti-MSP1a. Posteriormente, mediante ensayos de Western Blot realizados con virus
purificado por colchdn de sacarosa, se pudo comprobar que los baculovirus recombinantes
portan GST y MSP1a como parte integral de la particula viral. Sin embargo, como se
menciond anteriormente y a diferencia de lo esperado, estas proteinas no se hallaron
fusionadas entre si. Ambas regiones proteicas fueron identificadas por separado, lo que
indicaria que ocurre un clivaje pero que ambas son incorporadas a la particula viral. La
explicacién posible a este resultado es el origen de un sitio de reconocimiento para
proteasas producto de la combinacion de secuencias. No obstante, esto no permitiria
explicar aun cémo tras el clivaje, ambas porciones proteicas se hallan en la superficie de la
particula viral. Se ha corroborado que el fragmento de MSP1a permanece fusionado a la
region transmembrana y citoplasmatica de la proteina G del virus de la estomatitis vesicular
que forma parte de la construccion realizada. El disefo realizado no permite explicar como
GST permanece anclada a la envoltura del baculovirus.

La expresioén y purificaciéon de GST, MSP1a y GSTMSP1a en bacterias fueron realizadas
alcanzando niveles adecuados para el sistema utilizado. Finalmente, fue posible desarrollar
un ensayo de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti GST. Actualmente, se continua
trabajando en el desarrollo del ELISA para la deteccion de anticuerpos anti MSP1a.

Los ensayos en ratones mostraron que el baculovirus recombinante y la co-administracién
de baculovirus wild type con el multiantigeno expresado en bacterias fueron capaces de
inducir la respuesta inmune humoral especifica contra GST. En breve, con la puesta a punto
del ELISA para la detecciéon de anticuerpos anti-MSP1a, se espera poder evaluar si se
indujo también respuesta inmune humoral especifica contra MSP1a. Por ultimo, a fin de
determinar si existen diferencias en la respuesta inmune humoral presentada entre los dos
grupos experimentales mencionados se pretende determinar el titulo de anticuerpos
especificos contra GST y MSP1a en los sueros obtenidos.

Finalmente, los resultados de este trabajo permiten concluir que fue posible desarrollar un
vector viral basado en baculovirus que transporte un multiantigeno conformado por
secuencias antigénicas pertenecientes a Anaplasma marginale y a Riphicephalus
microplus. Este vector viral fue capaz de inducir una respuesta humoral contra los antigenos
de interés.
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