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INTRODUCCION

La rabia es la infeccion viral aguda mas severa en humanos, con una tasa de fatalidad
de aproximadamente 100% una vez que aparecen los sintomas clinicos. El Unico
tratamiento disponible es la administracion de vacuna antirrabica en multiples dosis
(Jackson, 2013). El 99% de las infecciones en humanos se deben a la mordedura por
perros infectados, por lo que la profilaxis de animales de compafia es muy importante
para evitar la propagacion de la enfermedad. La produccion de la vacuna veterinaria
involucra la infeccion de células BHK-21 y posterior inactivacion quimica de los virus
generados. Como alternativa a las vacunas a virus completos surgen las vacunas
recombinantes, de las cuales toman mucha importancia las Virus-like Particles (VLPs)
que son particulas autoensamblables que se asemejan en su estructura a la de los
virus nativos pero que no contienen material genético y por lo tanto no poseen
capacidad infectiva. El objetivo del presente trabajo es generar VLPs del virus de la
rabia (RV-VLPs) mediante la expresion de la glicoproteina G de envoltura de dicho
virus en células BHK-21 como candidato vacunal. Esta plataforma no requiere el uso
del virus activo en ningun momento y por lo tanto tampoco una infraestructura de
bioseguridad elevada. Con el objetivo de desarrollar un proceso con elevada
productividad, es de interés la aplicacion de cultivos en suspension, que pueden
alcanzar densidades celulares mucho mayores que los cultivos adherentes
normalmente utilizados para la produccién de esta. A su vez, esto posibilita el escalado
de la produccion utilizando biorreactores, a la vez que se elimina la necesidad de
utilizar suero fetal bovino (SFB).

OBJETIVOS

Adaptar a crecimiento en suspension la linea celular BHK-21 y generar lineas
celulares recombinantes que expresen la glicoproteina G del virus de la rabia para la
produccién de RV-VLPs como vacuna para dicha enfermedad.

METODOLOGIA
Adaptacion a suspension de la linea celular BHK-21

A partir de un cultivo de células BHK-21 creciendo en medio MEM con 10% SFB en
frasco T25, se comenzé el proceso de adaptacion a través de un reemplazo gradual
de este medio por uno comercial libre de SFB (SFM, Serum Free Medium) disefiado
para el crecimiento de éste tipo de células en suspensiéon. En cada condicién se
verificd que las células crecieran adecuadamente antes de incrementar el porcentaje
de medio nuevo, hasta llegar al 100% del SFM conteniendo 2,5% SFB. A partir de alli,
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se siguio el proceso de adaptacion reduciendo gradualmente el contenido de SFB
hasta llegar al 1%, donde las células en suspension se trasladaron a un frasco Schott,
cultivandolas en agitacion a 140 rpm. En subcultivos posteriores se fue reduciendo el
porcentaje de SFB hasta eliminarlo completamente, observandose la generacion de
agregados celulares grandes y grumos de células adheridas al frasco de cultivo. Para
solucionar este problema se agregd dextran sulfato (DEX) en una concentracion final
0,1 g/l.

Construccion de vectores de expresion para células eucariotas

Se ensamblaron particulas lentivirales (LVs) de tercera generacion por transfeccion
transiente de células HEK293T/17 con los vectores plasmidicos pRSV-REV, pMD.G,
pMDLg/pRRE (Naldini y col., 1996; Dull y col., 1998) y pLV-GlycoG, plasmido que
contiene la secuencia codificante de la glicoproteina G del virus de la rabia (RV). 48 hs
post-transfeccién se coseché el sobrenadante conteniendo las LVs, que luego de un
paso de clarificacién se conservaron a -70°C.

Desarrollo de lineas celulares recombinantes_

Se llevaron a cabo transducciones de cultivos en suspensién, utilizando el stock de
LVs producidos previamente. Para seleccionar las células recombinantes se llevd a
cabo un protocolo de seleccidon desarrollado en nuestro laboratorio (Prieto y col.,
2011). Las células transducidas fueron incubadas, gradualmente, con cantidades
crecientes del agente de seleccién, obteniéndose la linea celular recombinante
sBHK-G.

Analisis de la expresion de glicoproteina G

Citometria de flujo: Se incubd una suspensién celular de sBHK-G con un anticuerpo
(Ac) monoclonal anti-glicoproteina G del RV y luego con Acs anti-mouse conjugado al
fluordforo Alexafluor488. Posteriormente las células se analizaron con citdmetro de
flujo GUAVA, utilizando el software GUAVA ExpressPlus.

Microscopia de fluorescencia: Se incubaron células sBHK-G con el mismo par de
anticuerpos anteriormente descripto. Se realizé una tincién diferencial de nucleos con
Hoescht y las células se observaron en un microscopio de fluorescencia Nikon
ECLIPSE Ti-S, Nikon Instruments, Inc.

Caracterizacion de RV-VLPs

Analisis de la expresion de RV-VLPs por ELISA sandwich: La captura se realizé con
un Ac policlonal anti-RV y se incubaron las muestras y estandar en diluciones seriadas
al medio. Luego se incubd con un Ac policlonal anti-RV biotinilado y finalmente con un
conjugado de estreptavidina-peroxidasa (AMDEX). Se revelé con una solucion de
H.O, y o-fenilendiamina, leyendo las absorbancias en lector de placas Multiskan.
Purificacion de RV-VLPs por centrifugacion: Se ultracentrifugé un volumen de 30 ml
de sobrenadante de cultivo de sBHK-G previamente clarificado a 65.000 g por 3 h 30
min. Se resuspendié el pellet en buffer (Tris-HCI 50Mm, NaCl 0,15M, EDTA 1mM, pH
7.4) y se guardo a -20°C.

RESULTADOS

Adaptacion a suspension de la linea celular BHK-21



Se obtuvo una linea celular BHK-21 adaptada a crecimiento en suspension (sBHK-21)
reemplazando el medio de cultivo por un SFM. Las células crecieron en forma
adherente y con morfologia normal hasta un porcentaje de SFB remanente de 2,5%
(FIG 1, C). Una vez disminuido este porcentaje se observd mayor presencia de células
no adheridas y formacion de agregados en el sobrenadante (FIG 1, D). Con la
eliminacion del SFB y el agregado de DEX se logré el crecimiento de las células en
forma aislada (FIG 1, Ey F).

Figura 1. Microscopias de células BHK-21 durante el proceso de adaptacion. A, B y C.
Células cultivadas con 7,5%, 4% de SFM y 2,5% SFB respectivamente. D. Agregados celulares
en 1% SFB sin agitacion. E. Células aisladas en 100% SFM vy agitaciéon. F. Células sBHK-21
adaptadas a crecimiento en suspension, en 100% SFM y DEX 0,1 g/l.

Generacion de lineas celulares recombinantes

Se transdujeron células sBHK-21 con los LV obtenidos previamente. 48 horas
post-transduccion se comenzo con la presion selectiva con puromicina alcanzando una
concentracion de 60 upg/ml, denominandose la linea recombinante sBHK-G.
Posteriormente, para analizar la expresion de la glicoproteina G se realizd una
citometria de flujo (Fig 2, A) obteniéndose un porcentaje de 85% de células
fluorescentes. Su localizacion subcelular fue confirmada por microscopia de
fluorescencia. Se observa la correcta localizacion de la glicoproteina G en la
membrana de las células sBHK-G (Fig 2, By C).
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Figura 2. Andlisis de expresion y localizacion subcelular de glicop ina G. A. Citometria
de flujo. MARKER 1: cél. negativas, MARKER 2: cél. positivas. B y C. Microscopias de
fluorescencia Aumento 60 X, MERGED.

Caracterizacion de RV-VLPs

Para analizar si la linea celular sBHK-G era capaz de producir VLPs que broten al
sobrenadante de cultivo, se purificaron RV-VLPs por ultracentrifugacién de 30 ml de
sobrenadante de cultivo. A partir de esta muestra concentrada 100 veces se llevo a
cabo un ELISA sandwich especifico para la deteccion de la glicoproteina G. Se
detectaron RV-VLPs en la muestra concentrada (FIG 3).
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Figura 3. Deteccion de RV-VLPs en el sobrenadante de cultivo. ELISA de muestra
concentrada del sobrenadante de cultivo de sBHK-G.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré la adaptacion a crecimiento en suspension de la linea
celular BHK-21. Se generaron vectores lentivirales que contienen la secuencia
codificante de glicoproteina G del RV y se utilizaron para generar lineas
recombinantes estables. Se comprobd la correcta expresion y localizacion subcelular
de la glicoproteina, y a su vez se verificd su capacidad de brotacién al sobrenadante
de cultivo en forma de RV-VLPs.

Estos resultados pueden servir como base para establecer una plataforma de
produccién de vacunas bioseguras de nueva generacién para la rabia.
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