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Resumen

La carne porcina es la segunda mas producida a nivel mundial con aproximadamente 100
millones de toneladas anuales. Una de las enfermedades mas comunes en los criaderos de
porcinos es la infeccion con rotavirus. Si bien la mortalidad de esta enfermedad es baja, tiene
una alta tasa de morbilidad y reduce los volumenes de produccion generando pérdidas
econdémicas. El desarrollo de vacunas contra el rotavirus presenta ciertos desafios, por lo que
surge la alternativa de tratamiento por inmunidad pasiva. La misma se genera cuando un
individuo recibe anticuerpos preformados. Las gallinas surgen como modelo interesante para
la produccion de anticuerpos especificos destinados a inmunidad pasiva, debido a que su

produccion es econdmica y su obtencion a través de sus huevos es sencilla.

En este trabajo se propuso la produccion de inmunoglobulinas Y especificas en gallinas anti-
rotavirus porcino, capaces de disminuir la infeccion viral en células intestinales de cerdo. Para
ello se elabord una vacuna experimental conteniendo rotavirus porcino VR-893 con la que se
inmunizaron gallinas. Se administraron dos dosis con intervalo de 15 dias y se recolectaron los
huevos. La fraccion proteica de las yemas de huevo se aislo, se cuantificd, se evaluo su
citotoxicidad en cultivo celular, y se estudid su perfil proteico. Finalmente se evalud la
capacidad neutralizante frente a rotavirus porcino en cultivos celulares y se compard la
actividad antiviral de huevos puestos en distintas fechas post inoculacion, para realizar un
seguimiento de la produccion de anticuerpos especificos. Las fracciones proteicas de yema
obtenidas fueron liofilizadas, y se comparo su perfil proteico y capacidad neutralizante frente
a las fracciones proteicas de yema no liofilizadas.

Las proteinas de yema fueron aisladas exitosamente y mediante el uso de una SDS-PAGE se
observd la presencia de inmunoglobulinas en la fraccion aislada. Mediante un ensayo de
neutralizacion de rotavirus porcino en un cultivo celular se determind que las fracciones
proteicas de yema de las gallinas inoculadas con el virus son capaces de neutralizar la infeccion
viral in vitro. La viabilidad de células infectadas por el virus se establecié en 17,17 %y 3,84
% a las 24 y 48 horas respectivamente, mientras que para los mismos tiempos la viabilidad
subid a 55,3 % y 51,98% al agregar los extractos proteicos. Este efecto se observo solo con
huevos provenientes de gallinas inoculadas con el rotavirus porcino, indicando que se debe a

la presencia de anticuerpos especificos. La capacidad protectora de los extractos proteicos se



mantuvo hasta el dia 70 luego de la segunda inoculacion; sin embargo, no se observo efecto

protector en las muestras del dia 50.

Se determin6 ademas que la liofilizacion no afecta la estructura ni la actividad bioldgica de las

proteinas extraidas de la yema de huevo.

En conclusion, se produjeron exitosamente inmunoglobulinas Y especificas anti-rotavirus
porcino que disminuyen la infeccion del rotavirus porcino en células intestinales de cerdo in

vitro.
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Abreviaturas

°C: grados Celsius

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

ATCC: American Type Culture Collection

AUPC: Asociacion Uruguaya de Productores de Cerdo

BCA: Acido bicinconinico (del inglés bicinchoninic acid)

BSA: seroalbumina bovina (del inglés bovine serum albumin)

cm?: centimetro cuadrado

CO:z: dioxido de carbono

DLP: particula de doble capa (del inglés double-layered particle)
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (del inglés enzyme-linked immunosorbent
assay)

FAO: Food and agricultural administration

FCA: Freund’s complete adjuvant

g: unidad de fuerza gravitacional

hEGF: factor de crecimiento epitelial humano (del inglés human epithelial growth factor)
IC50: concentracion que reduce a la mitad la viabilidad celular

1gG: inmunoglobulina G

IgY: inmunoglobulina Y

INAC: Instituto Nacional de Carnes

ITS: Insulina-Transferrina-Selenio (del inglés Insulin-Transferrin-Selenium)
kDa: kilo Dalton

M: molar

mM: milimolar

mbar: milibar

Min: minutos

mL.: mililitros

MOI: multiplicidad de infeccion (del inglés multiplicity of infection)
NaOH: hidréxido de sodio

ng: nanogramo

nm: nanémetro



NSP: proteinas no estructurales (del inglés non structural protein)

PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate saline buffer)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain reaction)
rpm: revoluciones por minuto

SDS-PAGE: electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (del inglés sodium
dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis)

SFB: suero fetal bovino

ufp: unidades formadoras de placa

[g: microgramo

pl: microlitro

pm: micrémetro

V: Volts

v/v: concentracion volumen-volumen

VP: proteina viral (del inglés viral protein)

w/v: concentracion peso-volumen (del inglés weight-volume)
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1. Introduccion
1.1 Carne porcina: consumo y mercado

Una dieta balanceada requiere un consumo minimo de proteinas diario de 0,8 gramos por
kilogramo de peso corporal en un adulto (1). Los alimentos proteicos se pueden diferenciar
segun su valor nutricional, el cual se determina por el contenido de aminoacidos. Estos, a su
vez, se clasifican en esenciales y no esenciales. Los primeros son los que deben ser consumidos
en la dieta obligatoriamente, ya que el cuerpo humano no es capaz de sintetizarlos (p. e€j.
Isoleucina, Leucina, Lisina), mientras que los segundos pueden ser generados de manera
enddgena (p. ej. Alanina, Tirosina, Acido aspartico). En este sentido, es importante contar con
una dieta que contenga todos los aminoacidos esenciales, ya que sin estos se puede ver

disminuida la produccion de proteinas que los requieran (2).

Los productos carnicos, resultado del faenado y eviscerado de un animal en el matadero, son
considerados de alto valor nutricional debido a su alta disponibilidad de aminoacidos tanto
esenciales como no esenciales. Debido a esto, la proteina de origen animal ocupa un lugar
importante en el regimen alimentario de las poblaciones (3). Particularmente la carne porcina
tiene un contenido proteico de entre 18 y 20 %, y cuenta con todos los aminoécidos esenciales
para el humano. Si bien el contenido graso es algo mayor que el resto de las carnes, su
proporcidn de &cidos grasos monoinsaturados es mayor. A su vez, esta grasa se ubica de manera

subcutanea, por lo que es sencillo removerla al momento del consumo (4).

Se estima que en Europa se consumen en promedio entre 80 y 90 kg de carne por persona por
afio, mientras que en los paises de mayor consumo en el mundo alcanzan unos 100 a 150 kg
por persona por afio (5). Segun la FAO, la carne de mayor produccion en el mundo es la de ave
de corral, de la cual se produjeron 133,3 millones de toneladas en 2020. La carne porcina es la
segunda més producida en el mundo, con unos 109,2 millones de toneladas anuales
considerando el mismo periodo. Por ultimo se ubican la carne bovina y ovina con una
produccion mundial de 71,4 y 16 millones de toneladas respectivamente (6). Esta tendencia se
ha mantenido en los ultimos afios, aunque reportando un incremento en la produccion aviar y
una contraccion de la porcina. Esto se debe a la peste porcina africana que ha generado grandes

pérdidas en el sector. De todas maneras, debido a una mejora sanitaria que se ha implementado
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en este ultimo periodo, la incidencia de la enfermedad se ha visto reducida, por lo que se cree
que pueda haber una nueva alza en la produccion mundial porcina para el proximo afio (6-8).
Se espera que la produccién de carne de cerdo se duplique para el afio 2050 en los paises

desarrollados (9).
1.1.1 Mercado de carne porcina en el Uruguay

El consumo de carne de cerdo en Uruguay ha visto un aumento en los ultimos afios. Por
ejemplo, el consumo anual por habitante de carne porcina aument6 un 73% entre los afios 2002
y 2012, alcanzando los 14,2 kg por persona (10). Estudios mas recientes revelaron que el
consumo de carne porcina sigue en aumento, con 18 kg de carne porcina consumida por
habitante en el 2019. Si bien la tendencia en consumo de carne porcina es creciente, se observd
un pequefio descenso de consumo en el 2020, con 16,6 kg consumidos por habitante. De
cualquier manera, la carne porcina es el tercer tipo de carne mas consumida en el Uruguay,
ocupando un 19,3% del consumo total por habitante en el pais, detras de la vacuna y la aviar
(12).

Desde la creacion de la Asociacion Uruguaya de Productores de Cerdo (AUPC) en el 2004 se
registrd un aumento de 150 a 382 productores en 2019 (12). Segun el Instituto Nacional de
Carnes (INAC), en 2020 se faenaron unos 145 mil animales en Uruguay, los cuales se
destinaron casi exclusivamente al mercado doméstico. La exportacion de carne porcina en el
pais es minima ya que la demanda de esta carne es mayor que la produccién, que apenas llega
a satisfacer un cuarto de esta, por lo que el consumo de carne porcina en el Uruguay es
mayoritariamente sobre productos importados. En 2020 se registré una comercializacion de

aproximadamente 11 mil toneladas (13).

1.2 Enteritis rotaviral

Una de las enfermedades mas comunes en los criaderos de porcinos es la infeccion con
rotavirus. La transmision del virus se da por via fecal-oral y una vez que llega hasta el intestino
delgado, se aloja alli dafiando las vellosidades intestinales. Genera un cuadro de diarrea tanto
en cerdos lactantes como destetados. Como sintomas asociados puede aparecer una leve
deshidratacién, asi como también vomitos. Si bien la mortalidad de la infeccion es baja, tiene

una alta tasa de morbilidad y reduce los volumenes de produccion. Ademas, en el caso de que
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se combine con otras patologias diarreicas, o factores como una mala nutriciéon o desbalance

de electrolitos, puede llegar a ocasionar la muerte (14).

Se puede encontrar rotavirus en cualquier parte del mundo, y es muy probable encontrarlo en
gran cantidad de criaderos debido al mecanismo de transmision y a las condiciones sanitarias
de los sitios de crianza de estos animales. Ademas, algunos individuos pueden mantenerse
como portadores asintomaticos, por lo que es dificil de identificarlos para aislarlos. La
ganaderia intensiva genera una mayor tasa de contagios ya que en estos casos se encuentra el
ambiente propicio para su supervivencia: los animales se mantienen juntos en espacios

confinados, comiendo de lugares comunes y entre las heces de otros individuos (15).

La probabilidad de contagio aumenta frente a una deficiente ingesta de calostro por parte de
los lechones, que es la manera que tienen estos animales de temprana edad para inmunizarse
frente a patdgenos, generando que los individuos se enfrenten a una cantidad de virus para la
cual no tienen las defensas suficientes (14). La infeccion con rotavirus en el periodo lactante
podria resultar en problemas futuros que incluyen problemas en la piel, respiratorios y pérdida
de peso, ademas de la diarrea asociada (16). Usualmente las lesiones a nivel intestinal causadas
por el virus son reparadas al terminar el ciclo de infeccion; sin embargo, debido a estrés
externos, la reparacion podria no completarse. En este caso, el cerdo podria desarrollar

problemas nutricionales crénicos, bajando su eficiencia de produccion (17).

La infeccidn con este tipo de virus implica un problema serio para los productores, ya que si
bien no es una limitante al momento de vender, puede traer problemas debido a su recurrencia
y reduccion de la productividad (18). Cuantificar estas pérdidas es dificil dado que
generalmente no surge directamente por la muerte del animal. Al ser una enfermedad que afecta
el aparato digestivo, tiene incidencia directa sobre el engorde. Para intentar recuperar a aquellos
cerdos que la padecen, se gastan recursos en medicamentos y en alimento o suplementos
nutricionales para intentar contrarrestar los sintomas. En caso de que no logre alcanzar un peso
minimo adecuado para el momento del desarrollo en el que se encuentra, ese animal se
sacrifica. Incluso aquellos que logran recuperarse, muchas veces no alcanzan el desarrollo
optimo, por lo que la pérdida viene dada por la diferencia de peso que no lograron engordar
debido a la enfermedad (19).
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Los métodos de diagnostico existentes incluyen la identificacién del virus mediante
microscopia electrénica, inmunohistoquimica, PCR, ELISA o el uso de microscopia Optica
para determinar la apariencia de los tejidos intestinales. Estos métodos son complejos y
requieren de personal capacitado para su realizacion (14).

Es practicamente imposible prevenir la infeccion con rotavirus. Aun no existen tratamientos
especificos y el foco esta principalmente en mejorar los signos que podrian generar
complicaciones en la enfermedad (17). Por ejemplo, suelen administrarse formulaciones que
previenen la deshidratacidn, restaurando el equilibrio de agua y electrolitos en el sistema

digestivo del animal (20).

Por otra parte, se recomienda tener buenas practicas de higiene del criadero, desinfectando
regularmente para limitar la circulacion del virus (14). Se debe elegir rigurosamente el método
de desinfeccidn ya que el virus es resistente a bajos niveles de pH, solventes lipidicos y muchos
de los desinfectantes comunmente usados (21). Si son efectivos los desinfectantes a base de

peroxido y cloro (22).

Otra forma de disminuir los contagios es mediante el uso de la técnica del “all in/ all out”, la
cual establece que debe hacerse un recambio completo de todos los cerdos tras cada ciclo de
produccion. Este sistema funciona por tandas, por lo que, al momento de introducir nuevos
animales, los anteriores deben ser previamente removidos. Antes de la introduccion de esta
nueva tanda de animales se debe hacer una desinfeccion completa del lugar. Esto genera que
no se mantenga el virus circulando de la misma manera que con flujo continuo, pero el

rendimiento de la produccion en este caso es menor (14).

1.3 Rotavirus

El rotavirus es un virus no envuelto de ARN bicatenario (grupo I11) perteneciente a la familia
Reoviridae. Se denomina de esa manera dada su morfologia similar a una rueda (del latin:
rota=rueda) (23).

La estructura del virus se conforma de tres niveles distintos. En la capa inferior se encuentran
los 11 segmentos de ARN doble hebra que en sus 18,5 kpb codifica para seis proteinas
estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, y VP7) y cinco proteinas no estructurales (NSP1-
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NSP5). La proteina VP2 es la que recubre el material genético y a las proteinas VP1 y VP3
(ARN polimerasa ARN dependiente y guanililtransferasa y metilasa respectivamente) en esta
primera capa. Luego, por fuera de este ndcleo se encuentra una estructura formada por trimeros
de VVP6. La capa exterior, que consiste en trimeros de VP7 y dimeros de VP4 se ensambla junto

a la estructura inferior para determinar la conformacion de la capside del virus (24).
1.3.1 Clasificacion del virus

Los rotavirus se clasifican en diez serogrupos diferentes (A-J), de acuerdo a la variabilidad
genética y la reactividad seroldgica frente a la proteina VP6 (25). De estos, cuatro afectan a los
porcinos (A, B, Cy E), siendo el A el mas predominante (23). A su vez, gracias a sus proteinas
exteriores VP4 (proteina sensible a proteasas) y VP7 (glicoproteina) surge una doble
clasificacion en P-tipo y G-tipo respectivamente. Existen 32 G-tipos y al menos 47 P-tipos
identificados (25). Como las proteinas VP4 y VP7 se encuentran codificadas por segmentos
distintos de ARN y el evento de reordenamiento es frecuente, se puede ver en una misma

poblacion diferentes combinaciones de serotipos (24,26).

Para el G-tipo, genotipo y serotipo son sindnimos, pero en el caso del P-tipo, existen mas
genotipos que serotipos, por lo que para identificar una cepa particular del virus se cre6 una
doble nomenclatura. Primero se indica el P-tipo, para el cual se menciona el serotipo y luego
el genotipo entre corchetes, y después se indica el G-tipo. Por ejemplo, la cepa de rotavirus
humano Wa, se define como P1A[8]G1 (24). El P-tipo presenta el serotipo 1Ay el genotipo 8,
mientras que el G-tipo es el 1. En el caso de que un serotipo corresponda a un Unico genotipo,
se indica una sola vez. Por ejemplo, la nomenclatura de la cepa de rotavirus porcino OSU, con

el cual se desarrollan las actividades en este trabajo, es P[7]G5 (27).
1.3.2 Ciclo replicativo

En general, se tiene un buen conocimiento del ciclo replicativo de los virus de la familia
Reoviridae (Figura 1). Sin embargo, hay detalles de la entrada del virus a la célula y de los

mecanismos de maduracion que aln no se comprenden por completo (25).
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Figura 1. Esquema del ciclo viral de un virus de la familia Reoviridae. Union del virus con el
receptor celular (1) y entrada a la célula por endocitosis (2). Desprendimiento de la capa
proteica exterior y liberacion al citoplasma (3, 4 y 5). Sintesis de los ARNm (6), traduccion de
los mismos (7) y formacién del viroplasma (8). Sintesis de la cadena negativa de ARN (9) y
ensamblaje de la primera capa de la particula viral (10). Ensamblaje de las capas proteicas
exteriores (11) y liberacion de las particulas virales maduras mediante lisis celular (12). Imagen
adaptada de Flint J, 2015 (28).

1.3.2.1 Adhesiény entrada

En una primera instancia, el virus interactta con el receptor de membrana de la célula con acido
sidlico, mediante la proteina spike VP4. Una vez dada esta unién, se produce el clivaje de la
proteina, dando lugar a dos fragmentos llamados VP5 y VP8 (25). Este ultimo sera el encargado

de mantener unida la particula viral con la membrana celular (26).

El ingreso a la célula puede ocurrir tanto por endocitosis mediada por receptor o por
penetracion directa de la membrana. Esto Ultimo se ha observado en ensayos in vitro bajo
determinadas condiciones, aungue es mayormente aceptado que in vivo el ingreso a la célula
se da mediante endocitosis. De todas maneras, no se tiene muy claro este mecanismo de entrada
(25).
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Se conoce que una vez en la célula, dentro del endosoma y gracias a la baja concentracion de
calcio en este, se desprende la capa proteica exterior del virus (VP7 y VP4), dejando al
descubierto a VP6. En este punto, se denomina a la particula viral como DLP (double-layered
particle) (25).

1.3.2.2 Sintesis de ARNm

Una vez liberada esta estructura al citosol, comienza la transcripcion de las cadenas positivas
de ARN mediante VP1y VP3. Durante este proceso, el material genético del virus permanece
dentro de la particula para no activar los mecanismos de defensa celular frente a la presencia
de ARN doble hebra. Mientras que VP1 replica el material genético (ARN polimerasa ARN
dependiente), VP3 se encarga de agregarle la caperuza al extremo 5’ de la cadena. La cadena
de ARN, a medida que se genera, se va liberando al citosol a través de canales de clase |

ubicados en los vértices de la DLP (25).

1.3.2.3 Sintesis de la cadena negativa de ARN y ensamblaje de la DLP

Esta etapa del proceso de la replicacion viral ocurre en los viroplasmas, que son sitios en el
citoplasma donde se acumulan proteinas y ARN virales. NSP2 y NSP5 son esenciales para la
nucleacion de este viroplasma, ya que son responsables de agrupar las hebras de ARN del virus

y las proteinas de la capside viral para formar los nuevos viriones (29).

Por otra parte, una fraccion de las hebras positivas de ARN viral generadas seguira en el
citoplasma para que se traduzcan por la maquinaria celular y asi dar lugar a nuevas proteinas
virales, mientras que otra parte se agruparad en los viroplasmas para replicarse y producir

cadenas de ARN negativo, formando la doble hebra de las nuevas particulas virales (25,29).

Una vez ensamblada la DLP con las 11 hebras de ARN correspondientes y las proteinas VP1,
VP2, VP3 y VP6, se dirige hacia el reticulo endoplasmatico. En la membrana de este se
encuentran ancladas las proteinas virales NSP4, VP4 y VP7. NSP4 interactia con VPG,
formando una estructura transiente en la cual el virus esta envuelto. Una vez en el lumen del
reticulo endoplasméatico, la alta concentracion de calcio desencadena cambios

conformacionales en estas proteinas adheridas a la membrana que genera que interaccionen
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con VP6, liberando a NSP4 y la membrana para dar lugar a la particula viral con tres capas
(TLP) (25).

1.3.3 Salida del virus

Por altimo, si bien es aceptado que rotavirus es liberado mediante lisis celular una vez que se
acumulan suficiente cantidad de particulas virales, se ha visto que en células intestinales, ocurre

en un principio una liberacion por exocitosis mediante transporte vesicular (30).
1.4 Vacunas contra el rotavirus porcino

El desarrollo de vacunas contra el rotavirus porcino presenta ciertos desafios, puesto que este
virus afecta principalmente a cerdos muy jovenes. Esto obliga a administrar la vacuna antes
del destete, cuando el sistema inmune del animal no esta del todo desarrollado, por lo que puede
haber casos en los que no se desarrolle 0 no se mantenga una respuesta inmune adecuada.
Ademas, dicha respuesta puede verse afectada frente a otros factores como que esté cursando
otra enfermedad infecciosa, presente parasitos, esté mal nutrido, estresado o bajo condiciones

ambientales desfavorables (31,32).

Como alternativa, se puede inocular a las cerdas para que estas sean quienes generen inmunidad
frente al virus, y de esa forma puedan transmitir los anticuerpos a los lechones a traves de la
leche materna (33). Este mecanismo se denomina inmunidad pasiva, ya que no es el propio
individuo quien la genera, sino que los anticuerpos son desarrollados por otro individuo. La
ventaja principal es que no depende del sistema inmune del individuo que se quiere proteger,

sino que los anticuerpos son provistos de manera exdgena (34).

1.5 Anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas producidas por el sistema inmune de un individuo ante el ingreso
al organismo de elementos no reconocidos como propios. Estos se denominan antigenos, y
pueden ser bacterias, hongos, virus, proteinas o cualquier otra sustancia quimica capaz de ser
reconocida por el sistema inmune y generar respuesta frente a esta (35). Se considera a los

anticuerpos como uno de los principales efectores de la respuesta inmune adaptativa (36).
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Pueden desencadenar diversas respuestas tanto en la presencia como en la ausencia de
moléculas o células efectoras (37). Cuando se trata de una infeccidn bacteriana, los anticuerpos
son capaces de unirse a adhesinas, promover la aglutinacién, neutralizar la actividad
enzimatica, promover la fagocitosis y activar el complemento desencadenando la lisis
bacteriana. En el caso de que la infeccion sea mediada por un virus, pueden neutralizar el virus
y asi evitar la entrada de los virus a las células susceptibles, eliminar el efecto “tipo-toxina” de

algunos virus y promover la accion de las células Natural Killers (38).

Antigeno

Fragmento unido-antigeno

Antigenos

Anticuerpo

Figura 2. Estructura de un anticuerpo, inmunoglobulina G (IgG). En azul se representa la
region conservada y en gris la hipervariable. Las cadenas con borde celeste son denominadas
pesadas y las de borde naranja son las livianas. El antigeno celeste es el que reconoce
especificamente ese anticuerpo (39).

La estructura tridimensional de un anticuerpo se asemeja a la letra Y (Figura 2). Esta forma es
el resultado de la unidn de las cuatro cadenas que componen a la proteina. De estas, dos son
denominadas cadenas pesadas, mientras que a las otras dos se las conoce como cadenas

livianas. En uno de los extremos de cada cadena se encuentra una regién hipervariable, que
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cambia de un anticuerpo a otro, permitiendo poder reconocer especificamente una gran
cantidad de antigenos diferentes que se puedan presentar. En el resto de la cadena se encuentra
una region de dominio conservado, idéntica para todas las inmunoglobulinas de un tipo (39).
Las dos cadenas pesadas estan unidas entre si mediante puentes disulfuro, y a su vez, cada
cadena pesada esta unida a una cadena liviana también por puentes disulfuro. La union se da
de manera tal que las regiones variables de ambas cadenas se orienten en los brazos superiores
de la molécula, mientras que las regiones constantes se localizan en la base. La region variable
de la molécula es la region que reconoce a los antigenos, mientras que la regién constante

interactua con las células y moléculas efectoras del sistema inmune (40).

1.6 Inmunidad pasiva

La inmunidad pasiva es el proceso por el cual un individuo recibe anticuerpos generados por
otro, permitiendo la proteccion del individuo sin necesidad de que él mismo sea quien los
genera (35). La proteccion generada por inmunidad pasiva no es duradera, ya que con el tiempo

es0s anticuerpos se degradan, disminuyendo su titulo en el organismo (41).

A principios del siglo XX, la terapia con sueros inmunes era muy utilizada, en donde se
inyectaba suero de una persona o animal inmunizado frente a cierto patdgeno a otro individuo
que estaba transcurriendo la enfermedad (42). La terapia cay0 en desuso luego de la aparicion
de los antibioticos en la década del 40, pero debido a inconvenientes como la resistencia
desarrollada por las bacterias, se volvi6 a considerar su uso en la segunda mitad del siglo (38).
Hasta el dia de hoy, la técnica es muy utilizada para tratar una gran cantidad de enfermedades,
sobre todo las enfermedades virales que no pueden ser tratadas mediante antibidticos (43).

Tras la gran variedad de estudios realizados en el principio del siglo pasado sobre los
anticuerpos y su posible utilizacion, el médico y bacteridlogo Paul Ehrlich descubrié que los
anticuerpos del ratén eran traspasados al feto mediante la circulacién sanguinea, y apenas nace
mediante la ingesta del calostro (38). Esto se denomina inmunidad pasiva natural, y abarca el
pasaje de anticuerpos de una madre a su infante mediante la placenta y/o la leche materna (41).
Por ejemplo, los humanos y los monos transfieren sus anticuerpos de manera prenatal mediante
la placenta y post natal mediante el calostro, mientras que los visones, vacas, caballos, ovejas,

cabras y cerdos lo hacen exclusivamente a través del calostro y la leche materna. Estos animales
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deben consumir el calostro de la madre durante las primeras 24 a 48 horas de vida, ya que su
intestino es lo suficientemente permeable en ese periodo para permitir la transferencia de los
anticuerpos al torrente sanguineo. Si no ingieren la cantidad de leche materna necesaria en este
periodo no solo sufriran por la malnutricion, sino que también quedaran expuestos a los

patdgenos sin defensas y con un sistema inmune adn inmaduro (43).

Por otra parte, la transferencia de anticuerpos en las aves se produce a través de la yema del
huevo. Este proceso se da de manera basal hasta el dia nimero 14 desde el inicio de la
embriogénesis, luego se ve un aumento del pasaje de anticuerpos al embrion (44). Gracias a
este proceso, el individuo alcanza titulos de anticuerpo similares a los de la madre. En ese
sentido, la proteccion que le otorgan al recién nacido es suficiente hasta que madure su propio
sistema inmune, ya que estos anticuerpos son especificos frente a los microorganismos que se
encuentran en el ambiente donde habitan los animales. Eventualmente, si hay algun patégeno
que pueda causar problemas mayores, y se estima que la duracion de los anticuerpos en el
torrente sanguineo de la cria no sera suficiente como para protegerlo, se puede vacunar a la
madre maltiples veces para que el titulo de anticuerpos aumente, y de ese modo se mantenga

por encima del umbral de proteccidn durante méas tiempo (45).

1.7 Inmunoglobulina Y

La yema de huevo esta compuesta por una gran cantidad de lipidos y proteinas que tienen como
funcion principal el aporte de nutrientes y componentes bioactivos para el correcto desarrollo
del embridn (46). Tanto en la yema de huevo como en el suero de las aves, la inmunoglobulina
maés predominante es la inmunoglobulina Y (IgY), una clase de inmunoglobulina precursora
evolutivamente de la inmunoglobulina G (IgG), presente en aves, reptiles y anfibios (46,47).
Las IgY producidas son especificas a los patdégenos a los que se ha enfrentado el ave a lo largo
de su vida, y al ser pasadas a la yema de huevo le confieren inmunidad pasiva a los embriones
(46).

La estructura de las IgY presenta tres dominios constantes en la cadena pesada y no presenta

una region bisagra como si se aprecia en las 1gG (Figura 3) (46). Sus cadenas pesadas tienen

un peso molecular de 67 a 70 kDa, mientras que las cadenas livianas pesan 25 kDa (47).
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Figura 3. Comparacion de la estructura de una IgY con la de una 1gG. En azul se muestran las
regiones conservadas mientras que en rojo las hipervariables (47).

En los ultimos afios ha crecido el interés del uso de gallinas como productoras de anticuerpos
para ser utilizados en tratamientos de inmunidad pasiva (48). Este interés se debe a las ventajas
que presenta este modelo de produccion frente al uso de otros animales. Por ejemplo, el uso de
conejos, ratones o caballos para la produccion de anticuerpos es mas complejo ya que el método
de obtencion de estos es el sangrado, proceso invasivo que en algunas especies requiere del
sacrifico del animal para poder tener acceso al suero inmune (49). Sin embargo, puesto que la
inmunoglobulina es acumulada en la yema de huevo, no es necesario sangrar al animal ni
sacrificarlo (50). Por otra parte, el costo de mantenimiento de una gallina es mucho menor al
de los otros animales cominmente utilizados, y la cantidad de inmunoglobulinas obtenidas es

comparable en ambos casos (48).

Se estima que la produccion anual de una gallina es de aproximadamente 300 huevos al afio,
lo que se traduce en aproximadamente 18-25 g de IgY (47). Dada la distancia filogenética que
presentan las gallinas con los mamiferos, es posible generar inmunoglobulinas que no se unan
con los receptores de anticuerpos en mamiferos, ni produzcan la activacion del complemento.
La purificacion del anticuerpo de la yema de huevo requiere un procedimiento mas rapido, mas
facil y menos costoso que la purificacion desde el suero animal, lo que aporta también a la
eficiencia del modelo (50).
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Debido a lo explicado anteriormente, creemos que es posible la generacion de
inmunoglobulinas Y capaces de reconocer el rotavirus porcino y disminuir su ataque frente a

células epiteliales intestinales de cerdo.
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2. ODbjetivos
2.1 Objetivo general

Producir 1gY especificas en gallinas que confieran inmunidad contra rotavirus porcino y probar

su capacidad neutralizante.

2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:
@ Fabricar una vacuna con el rotavirus porcino VR-893 inactivado.

@ Obtener anticuerpos especificos de los huevos de las gallinas inoculadas con la vacuna

fabricada en el punto anterior.

@ Determinar in vitro la capacidad neutralizante de los anticuerpos obtenidos en la yema

de huevos de gallinas inoculadas. Esto incluye:
O Poner a punto la infeccién de células con rotavirus porcino.

O Realizar un estudio de viabilidad celular para evidenciar la neutralizacion del

virus.

@ Liofilizar las fracciones proteicas y analizar su capacidad neutralizante.
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3. Materiales y métodos
3.1 Cultivo celular

Durante esta tesis se utilizaron células MA104 (ATCC, CRL-2378.1) originarias de tejido
epitelial de rifion de mono e IPEC-J2 (DSMZ, ACC 701), provenientes del intestino delgado
de cerdo. Ambas lineas celulares fueron cultivadas a 37°C, con atmosfera controlada de 5% de
CO2 y humedad saturada.

Las células MA104 fueron crecidas en medio DMEM + 10 % de suero fetal bovino (51) en
tanto la linea IPEC-J2 fue cultivada con medio DMEM/HAM’s F-12 (50/50 v/v) suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB), 5 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico (hEGF) y

en algunos casos con 1 % v/v de Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) (61).

3.1.1 Descongelado

Los crioviales conteniendo 1 mL de células fueron descongelados en un bafio de agua a 37 °C.
Luego se mezclé con 9 mL del medio de cultivo correspondiente, previamente termostatizado
a 37 °C. Seguido a esto, se centrifugaron las células a 300 g durante 5 min, se descarté el
sobrenadante y se resuspendi6 el pellet celular en medio de cultivo fresco. Se tomo una alicuota

y se realizd un recuento celular para determinar densidad celular y viabilidad.

3.1.2 Curva de crecimiento celular
Para la realizacion de la curva de crecimiento de las células IPEC-J2 se sembraron 1E4

células/pocillo en placa de 48 pocillos en medio completo con y sin ITS. Se tomaron muestras

diariamente por duplicado durante 11 dias y se midié la densidad y la viabilidad celular.

3.1.3 Tincion con Giemsa
Se removio el medio de cultivo y se agrego formaldehido al 10 % v/v en agua destilada para
fijar las células a la placa, dejando incubar por 10 min a temperatura ambiente. Se procedio a

realizar dos lavados con PBS para remover completamente el formaldehido. Luego, se adiciona
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metanol 100 % y se deja actuar durante 2 min. Se descarta el metanol e inmediatamente se
agrega una solucion compuesta por 0,5 % v/v de Giemsa en PBS pH 6,8, dejando actuar durante
2 min. Se diluye esta solucion en un volumen de agua destilada 4 veces mayor al de Giemsa, y
se incuba por 2 min. Luego, se retira esta solucion y se lava con agua destilada hasta que no se
desprenda més colorante de la placa. A continuacion, se procede a observar la placa al

microscopio.

3.2 Ensayos con virus

3.2.1 Activacion y amplificacion viral

El virus utilizado para los ensayos fue el rotavirus porcino OSU atenuado (ATCC, VR-893).
Se amplificé el vial recibido del proveedor y se generd un banco viral de trabajo a partir del

cual se realizaron los experimentos (51).

La amplificacion viral se realiz6 en un cultivo de células MA104. Dos botellas T75 con células
confluentes fueron infectadas con el virus. Previamente, se activaron 200 pL de virus en
DMEM con 10 pg/mL de tripsina durante 1 hora a 37 °C. A continuacion, se agrego al cultivo
de células, el cual fue previamente lavado con buffer fosfato salino (PBS) para remover los
posibles restos de SFB. Las células se incubaron junto con el virus activado durante 1 hora a
37 °C, agitando cada 10 min. Luego, se removié el medio con virus, se adiciond6 DMEM

suplementado con 0,125 pg/mL de tripsina y se incubé a 37 °C.
Una vez observada la disrupcion de la monocapa celular se cosechd el virus. Para esto se
realizaron tres ciclos de congelado y descongelado a -80 °C, se centrifugo el cultivo a 300 g

durante 10 min a 4 °C y se fraccion6 el sobrenadante en alicuotas de 1 mL. Estas fueron

almacenadas a -80 °C para su uso en futuros ensayos (51).

3.2.2 Cuantificacion viral

Se sembraron células MA104 en tres placas de 6 pocillos a una densidad de 3E5 celulas/pocillo.

El cultivo se incubd a 37 °C hasta alcanzar una confluencia de 100 %.
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Se removid el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS. El virus fue activado
segun lo descrito en el punto 3.2.1 y se realizaron diluciones seriadas del mismo en DMEM,
de 102 a 108, Se sembro cada una de estas diluciones por duplicado y se incubaron las células
con el virus durante una hora a 37 °C, agitando la placa cada 10 min. Luego se removid el
medio con virus y se adicionaron 3 mL de DMEM con 0,6 % de agarosa y tripsina 0,5 pg/mL,
cuidando de no mover la placa hasta que se gelifique la agarosa. Las placas se incubaron
durante 7 dias a 37 °C y atmdsfera controlada de 5 % CO- (51).

Al término del tiempo de incubacion se fijaron las células con formaldehido al 10 % durante
16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se lavo el cultivo con PBS y se removid

cuidadosamente la agarosa de cada pocillo, cuidando de no levantar la monocapa.

Se cubrid el pocillo con cristal violeta y se incubé 15 min a temperatura ambiente. El cristal
violeta fue lavado luego con agua y la placa se dejo secar. Al secarse se pudieron apreciar los
pequerios espacios sin tefiir que corresponden a los sitios donde sucedio la infeccion viral. De
todas las diluciones, se seleccionaron aquellas que tuvieran una cantidad de placas adecuada,
se conto la cantidad por pocillo y ese valor se multiplicé por el factor de dilucién, para asi

llegar a la concentracién del virus (51).

3.3 Generacion de la vacuna experimental

3.3.1 Inactivacion del virus

La inactivacion viral fue realizada mediante shock térmico. Se incubo el virus a 50 °C durante

5 min y luego se enfrid el vial utilizando un bafio de hielo (53).

3.3.2 Produccion del inéculo

Se formuld la vacuna experimental con 2E5 y 2E6 ufp/mL de virus inactivado y adyuvante
completo de Freund (FCA) en una relacion 1:1 (54). A su vez se prepar6 un control negativo
de inéculo con FCA y agua destilada estéril. Se prepararon inoculos para las dos dosis (1 mL

de cada condicion) y fueron almacenadas a 4 °C hasta su uso.
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3.3.3 Inoculacién de los animales

Se cont6 con cuatro gallinas (Gallus gallus domesticus) HN Brown Nick adultas, de treinta
semanas de edad, las cuales fueron mudadas al criadero 15 dias antes de la primera inoculacion.
Los animales fueron alimentados diariamente ad libitum. El alimento que se utilizé se detalla

en el Anexo.

Se inyectaron 0,5 mL por ave con una aguja de 25G de manera intramuscular. El procedimiento

fue llevado a cabo por un profesional veterinario (55).

Las gallinas fueron inoculadas con 5E4 ufp y 5E5 ufp. Ademas, se inyecté un animal con el

control negativo de indculo (agua y adyuvante) y una gallina no fue inyectada (54).

A los 15 dias de la primera dosis se administré la segunda y 15 dias después se comenz6 con

la recoleccién de los huevos.

3.4 Purificacion y analisis de proteinas

3.4.1 Delipidacion de la yema de huevo

Para delipidar los huevos se comenz6 separando la yema de la clara, y se recolecto el liquido
de la yema con cuidado de no tomar la membrana que lo contiene. Se diluyo el liquido obtenido
en agua destilada en un volumen tres veces mayor al de la yema y se incubd la mezcla a -20
°C por un minimo de 24 horas. Luego se descongelé y se centrifug6 a 4000 g y 4 °C durante
24 min. Al término de la centrifugacion, se recolecté el sobrenadante y se guardé en alicuotas
de 15 mL a -20 °C hasta su uso (56).

3.4.2 Purificacién de proteinas con sulfato de amonio

Se prepard una solucion de sulfato de amonio saturada, disolviendo 74,4 g en 100 mL de agua
destilada, y se ajusto el pH a 7,8 con NaOH 2 M. Luego se esteriliz6 pasando la solucién por
un filtro de 0,2 um. Se agreg6 el sulfato de amonio a la yema delipidada en una relacion 1:3,

de manera de alcanzar una solucion 33 %, y se incubd a temperatura ambiente con agitacion
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durante 15 min. Se centrifugé a 3500 rpm y 4 °C durante 15 min y el sobrenadante fue
descartado. El pellet conteniendo las proteinas precipitadas fue resuspendido en 1 mL de PBS
(57).

3.4.3 Ensayo de BCA para cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada mediante un ensayo de acido bicinconinico
(BCA) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Se incluyd una curva estandar con las siguientes
concentraciones de seroalbdmina bovina (BSA): 0,10, 0,20, 0,25, 0,30, 0,40, 0,50, 0,75, 1,0,
1,25y 1,40 mg/mL. Se sembré la curva en una placa de 96 pocillos junto con las muestras a
analizar. Para asegurarnos que estas entren en el rango de linealidad de la curva, se realizaron
diluciones de 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 y 1/320.

La reaccion se lleva a cabo mediante la previa mezcla de 50 partes de acido bicinconinico
(Reactivo A, B9643 Sigma-Aldrich), con 1 parte de sulfato de cobre pentahidratado 4%
(Reactivo B, C2284 Sigma-Aldrich). Una vez realizada la mezcla, se agregaron a la placa 10
ML de la muestra 'y 200 pL de la mezcla de reactivos. A continuacion, se incubo la placa a 60

°C durante 15 min, y se midié la absorbancia a 562 nm.

3.4.4 Gel de proteinas

3.44.1 SDS-PAGE

Para poder visualizar la presencia de las proteinas, se realizd un SDS-PAGE. Se utilizé un gel
de poliacrilamida al 12 %, y se sembré junto con las muestras el marcador de peso molecular

HiMark™ Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen, Estados Unidos).

Las muestras se mezclaron con buffer de carga 2x, el cual estaba compuesto por 12 % wi/v de
SDS, 10 % v/v de glicerol, 0,6 % de azul de bromofenol y B-mercaptoetanol 12 mM,
disueltos en buffer Tris pH 6,8, 300 mM. Luego, se las incuba a 100 °C durante 5 min. Las

muestras se corrieron durante 60 min a 120 V.
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La visualizacion de las bandas fue posible mediante la tincidn del gel con el colorante azul de
Coomassie. Este se preparé disolviendo 0,25 g en 100 mL de una solucion compuesta por 50
mL de metanol, 40 mL de agua destilada y 10 mL de &cido acético glacial. Se coloca el gel en
la solucion de colorante y se deja tefiir overnight, luego se coloca en solucion decolorante 30
% v/v de metanol y 10 % v/v de acido acético glacial en agua destilada hasta que se visualicen

con claridad las bandas.

3.4.4.2 Electroforesis nativa

Con el objetivo de observar el perfil de bandas de las proteinas extraidas sin desnaturalizar,

se realiz6 una electroforesis nativa. Se utilizé un gel de poliacrilamida al 12 %.

El buffer de carga se compuso de glicerol 10 % v/v y 0,6 % de azul de bromofenol, disueltos

en Tris pH 6,8, 300 mM. Las muestras se corrieron durante 60 min a 140 V.

La tincion se realiza de la misma manera que lo descrito en el punto 3.4.4.1

3.5 Ensayos celulares

3.5.1 Efecto citopatico del virus en células IPEC-J2

Con el fin de analizar la sensibilidad frente al virus, se realiz6 un cultivo de células IPEC-J2
en una placa de 96 pocillos. Se sembraron 10E4 células por pocillo y se esperaron 24 horas
para iniciar la infeccion, de manera que las mismas alcancen una confluencia de 90%

aproximadamente.

Se lavaron las células con PBS y se agrego el virus previamente activado con una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 0,01, 0,05, 0,1 y 0,5 ufp/célula. Las placas fueron incubadas a 37 °C
durante una hora, y una vez finalizada la incubacién se removio el virus de la placa y se agregd
medio de cultivo DMEM/HAM’s F-12, suplementado con 5 ng/mL de hEGF y tripsina en
concentraciones de 0, 0,1, 0,25y 0,5 pg/mL.
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Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 horas. Al finalizar el ensayo, se realizé una tincién

con cristal violeta para determinar la viabilidad celular transcurrido ese tiempo.

3.5.2 Tincion con cristal violeta

Se removi6 el medio de cultivo de las placas y se realizaron dos lavados con PBS. A
continuacion, se agregaron 50 uL de cristal violeta 0,75 % diluido en metanol 40 % y se dejaron
incubar a 37 °C durante 20 min. Al término de la incubacion, el cristal violeta fue removido
sumergiendo la placa en un recipiente con agua, hasta que no desprenda mas colorante. Se
secaron con papel absorbente, y luego se les agregd 250 uL de &cido acético glacial 20 %. Se
midio absorbancia a 590 nm.

3.5.3 Ensayo de citotoxicidad

Células IPEC-J2 fueron cultivadas en una placa de 96 pocillos a una concentracion de 10E4
células/pocillo. A las 24 horas se agregaron las proteinas de huevo purificadas. Se realiz6 el
ensayo utilizando los huevos Unicamente de las gallinas 2 y 3. De ambas fracciones proteicas,
cuya concentracion de proteinas correspondia a 31,43 mg/mL (huevo 2.18a) y 34,71 mg/mL
(huevo 3.18), se realizaron diluciones 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y de la gallina 3 también se
probd la dilucidn 1/160. A su vez se realizé un control en el que se crecieron células sin ningun
agregado proteico, y un control al que Unicamente se les agregd medio de cultivo (sin células)

y la fraccion proteica de la gallina 3 en una dilucién de 1/5.

A las 24 horas se realiz6 una tincion con cristal violeta para determinar la viabilidad celular.

3.5.4 Ensayo de neutralizacion

Se sembraron 10E4 celulas IPEC-J2 por pocillo en cuatro placas de 96 pocillos, y a las 24 horas
se procedio con la infeccion. Se removié el medio de cultivo de las células, se realizaron dos
lavados con PBS y se agrego el virus previamente activado a la mitad de los pocillos de la
placa. Se incubaron el virus y las células durante 1 horaa 37 °C y 5 % CO.. Una vez finalizada
la incubacién, se descarté el medio con virus. Se afiadieron las fracciones proteicas de las

gallinas 1, 2, 3y 4 en una concentracion de 0,2 mg/mL, en medio de cultivo DMEM/HAM 's
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F-12 suplementado con 5 ng/mL de hEGF. Se incluyé también un control al que no se

agregaron proteinas. Se realizaron doce réplicas por condicion.

Dos placas fueron incubadas por 24 horas y dos por 48 horas a 37 °C, y al fin de la incubacion

se revelaron mediante tincion con cristal violeta para determinar la viabilidad celular.

3.6 Liofilizacién

El programa utilizado para la liofilizacion consistio de varias etapas. En primera instancia, se
aplico un gradiente de temperatura de -50 °C a 20 °C que aumentd de manera constante en un
lapso de 20 horas, a una presion de 0,16 mbar. Seguido a esto, las muestras se incubaron a una
temperatura de 20 °C por 20 horas. Luego se realiz otro gradiente de temperatura de 20 °C a
30 °C que duro 2 horas, a una presion de 0,025 mbar. Por Gltimo, se mantuvo la temperatura
de 30 °C por 3 horas (58). Una vez finalizado el proceso de liofilizacion, se resuspendieron las

fracciones proteicas en 1 mL de PBS.
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4. Resultados y discusion

La infeccidn con rotavirus porcino es causante de grandes pérdidas econdmicas debido a la
pérdida de produccion. Actualmente no existen tratamientos especificos contra el virus, por lo
que se decidid desarrollar una técnica haciendo uso de IgY provenientes de gallinas para poder
disminuir su incidencia. La principal ventaja de este modelo animal para la produccion de
anticuerpos es que el proceso de obtencién de las inmunoglobulinas es méas barato y menos
invasivo que en otras especies animales, dado que en este caso las proteinas son acumuladas

en la yema del huevo y facilmente purificables desde la misma.

Para lograr la generacion de anticuerpos en las gallinas, se partié de un vial con virus, que se
amplifico y cuantifico. Una vez que fue determinada la concentracion viral, se elaboré la
vacuna para inmunizar los animales. Tras 15 dias de la segunda dosis, esperamos que los
animales hayan podido desarrollar correctamente la inmunidad frente al virus, por lo que se
realizan ensayos para evaluar la capacidad neutralizante de las IgY de los huevos generados a

partir de ese momento.
4.1 Cultivo de células IPEC-J2

La linea celular IPEC-J2 es la Unica linea celular permanente no transformada derivada de
intestino delgado. Ademas, su origen porcino la hace un modelo ideal para nuestros
experimentos, en los cuales estudiamos un rotavirus porcino que precisamente infecta este tipo

de células in vivo (59).

Luego de establecer las condiciones 6ptimas del cultivo de las células IPEC-J2, se procedio a
realizar una tincion con el colorante Giemsa para poder visualizar la morfologia celular (Figura
4), pudiéndose observar una forma de cuboidea a columnar, correspondiente a lo descrito para

esta linea celular (60).
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luego de 24 horas de cultivo.

4.1.1 Caracterizacién de crecimiento de células IPEC-J2 con y sin ITS

En bibliografia encontramos diversos autores que cultivan las células IPEC-J2 en un medio
suplementado con ITS (61-63), mientras que otros prescinden de este compuesto (64-66).
Dicho suplemento se compone de insulina, que promueve la absorcion de glucosa y
aminoacidos, la lipogenesis, el transporte intracelular y la sintesis de proteinas; transferrina, la
cual es una proteina que transporta hierro y puede ayudar a reducir el efecto toxico de los
radicales de oxigeno; y selenio que es un cofactor para la enzima glutation peroxidasa, y se
utiliza como un antioxidante (67). Para determinar la relevancia de este suplemento en nuestro

contexto se realizé una curva de crecimiento de las células IPEC-J2 con y sin ITS.

Se realiz6 un cultivo con células IPEC-J2 en dos placas de 48 pocillos; la mitad se suplementd
con ITS, mientras que la otra mitad no. Diariamente durante 11 dias, se realizé el recuento
celular de los pocillos por duplicado, con el fin de monitorear la densidad y la viabilidad celular

a lo largo del tiempo (Figura 5).

Los tres primeros dias de cultivo se observé muy poco crecimiento celular. Esto es de esperarse,
debido a que este periodo corresponde a la fase lag o de adaptacién del cultivo celular, por lo
que la reproduccion es baja (64). A partir del tercer dia hubo un aumento en la cantidad de
células que corresponde con el comienzo de la fase de crecimiento exponencial, la cual se

extiende hasta el quinto dia. En este dia es cuando se encuentra la densidad maxima de células
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en ambos casos, que corresponde a 2,1E5 células/cm? y 2,0E5 células/cm? para las condiciones
con y sin ITS respectivamente. Estos valores son levemente diferentes a lo reportado
previamente, donde se muestra una densidad maxima de crecimiento de aproximadamente
1,3E5 células/cm? en condiciones similares (64). Entre la siembra y la densidad maxima
alcanzada, las células se duplicaron 4,5 veces en ambas condiciones, lo que representa una
duplicacion cada 26,7 horas. Estos resultados no se condicen con lo reportado por el proveedor,

que informa un tiempo de duplicacion de entre 40 y 50 horas (68).
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Figura 5. Curva de crecimiento de células IPEC-J2, con y sin ITS. Se presenta en negro la

condicion sin ITS, y en rojo la condicion con ITS. Los cuadrados muestran el crecimiento
celular, y los circulos muestran la viabilidad celular.

Luego de la fase de crecimiento exponencial, a partir del dia 5, se observa una meseta que
corresponde a la fase estacionaria del crecimiento del cultivo. Esto ocurre debido a que la
cantidad de células que estan resultando de la reproduccion celular es similar al de las células
que estan muriendo, ya sea por disminucion de la concentracion de nutrientes o por toxicidad

de los desechos metabdlicos liberados al medio de cultivo (64).

Al comparar las curvas de crecimiento entre las condiciones con agregado de ITS y sin él, se

puede observar que no hay una diferencia significativa en el crecimiento celular (p>0,05), tanto
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para la densidad maxima de células como para la velocidad méxima de crecimiento. Otro
estudio que evaluo el efecto del compuesto sobre el cultivo de IPEC-J2, también report6 que
no se observan diferencias significativas en el crecimiento celular (69). Debido a esto, se
decidio no utilizar ITS en los cultivos celulares de ensayos futuros.

4.2 Amplificacion y cuantificacion del rotavirus porcino VR-893
en células MA104

Fue recibido de ATCC 1 mL de rotavirus porcino VR-893 con un titulo no determinado. Se
tomaron 200 uL de virus para amplificarlo en células MA104. Las células se mantuvieron en
cultivo hasta observar el desprendimiento completo de la monocapa celular, el cual ocurrié a
las 48 horas. Luego, se cosecho el virus contenido en el sobrenadante, del cual se obtuvieron
25 crioviales con 1 mL. Estas alicuotas fueron cuantificadas y almacenadas a -80 °C hasta su

utilizacion.

Para determinar el titulo viral se utilizd un ensayo de placa. En este ensayo la movilidad del
virus se ve reducida debido a que se encuentra en una matriz de agarosa gelificada. De esta
manera, una particula viral que infecta una célula, en los siguientes ciclos de replicacion solo
podré infectar las células adyacentes, por lo que se forman pequefias placas en las zonas donde
se encuentra el virus debido a la lisis generada con su salida de la célula. Ante el supuesto de
que cada una de estas placas formadas surgen a partir de un unico virion, realizando diluciones
seriadas en base 10 de la solucion a titular (de 10°a 10®) se puede determinar la concentracion
viral. Para ello, de alguna de las diluciones que resulte con un niumero de placas adecuado, se
cuentan la cantidad generadas sobre el cultivo y ese nimero es multiplicado por el factor de
dilucion (51,70).

A los seis dias de infectadas las células, se pudieron apreciar placas contables en los pocillos
correspondientes a las diluciones 10®° y 10 con un promedio de 14,5 y 2,5 placas por pozo
respectivamente. En las placas menos diluidas (103 y 10#), el dafio en la monocapa no permitio
contar placas individuales, mientras que en los pozos con diluciones mayores (107 y 10®) no
se observé ninguna placa. De esa manera, llegamos a obtener un valor estimado de 2E6 ufp/mL.
Este valor es consistente con lo reportado previamente por otros autores al titular rotavirus
porcino en células MA104 (71,72).
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4.3 Efecto citopatico del rotavirus VR-893 en células IPEC-J2

Para determinar la susceptibilidad de las células IPEC-J2 frente al virus, se expuso un cultivo
celular a diferentes concentraciones de este y se evalud la respuesta frente a las diferentes
condiciones. Hay que tener en cuenta que el medio de cultivo con el que se incuba el virus
contiene tripsina, proteina necesaria para que este pueda infectar a las células in vitro, pero que
reduce la viabilidad celular por su actividad proteolitica (73). Por lo tanto, determinamos en
paralelo la concentracion de tripsina Optima que permita la infeccion del virus con un minimo
impacto sobre las células. Se utilizaron MOI de 0, 0,01, 0,05, 0,1 y 0,5 ufp/célula, y en cada
caso se evaluaron a su vez con concentraciones de tripsina de 0 ug/mL, 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL
y 0,5 ug/mL. A las 48 horas de incubacion, se midio la viabilidad celular mediante un ensayo

con cristal violeta (Figura 6).

La viabilidad de las células no infectadas con virus (condicion control) bajo a medida que
aumenta la concentracion de tripsina. Esto permite afirmar que la tripsina tiene un efecto
desfavorable sobre las células. La funcion proteolitica de esta enzima evita la adhesion celular,
tanto célula-célula como célula-placa, ya que cliva las proteinas que mantienen estas uniones,
y por lo tanto la monocapa se desprende (74). Se puede apreciar que la viabilidad celular en
los pocillos control desciende de un 100 % a un 75,44 % cuando se aumenta la concentracion
de tripsina de 0 pg/mL a 0,1 pg/mL. Cuando se aumenta a 0,25 pg/mL la viabilidad celular en
los pocillos control decae al 58,36 %, mientras que con una concentracion de tripsina de 0,5
pg/mL resulta en 56,82 %.

Por otra parte, si se incuba el virus sin tripsina (Figura 6A) no se observa efecto citopatico, ya
que la pérdida de viabilidad celular ante la exposicion con diferentes concentraciones de virus
no es significativa con respecto al control (p>0,05). Se observé un leve descenso en la
condicién con una MOI de 0,01 ufp/célula, pero lo atribuimos a una diferencia eventual, ya
que esa tendencia no se mantiene en las condiciones con mayor cantidad de virus. La ausencia
de efecto del virus en este caso es esperable, puesto que la tripsina cliva la proteina VP4 de la

capside viral, proceso esencial para que el virus sea capaz de ingresar a las células in vitro (75).

37



150 150

5 5
§ 100_ ..... * * ............. § 100_ .........................................
7] ]
o o
o o
© ©
2 50 2 50—
) o
o =
> >

0- T 0- T I -

> N N b NS
o&* o R Y Y o o
¢ ¥
MOI (ufp/célula) MOI (ufp/célula)
C D
150 150 -

5 5
E 1 oo e sesssssenntssnnstetsssnnsisssssnttessssrnntesess E 1 00 R
3 3
° o
‘u *kk ‘u 2
2 50+ 2 50+
:E :E ek
= =
> *dkk >

0- 0- —

>N N H NS > N L NS
AN FORCNICEEN RN
® ®
MOI (ufp/célula) MOI (ufp/célula)

Figura 6. Cultivo de células IPEC-J2 infectadas con una MOI de 0 (control), 0,01, 0,05, 0,1y
0,5 ufp/célula en medio con: (A) 0 pg/mL de tripsina; (B) 0,1 pg/mL de tripsina; (C) 0,25
pg/mL de tripsina; (D) 0,5 pg/mL de tripsina.

Ademas, se observo que a medida que aumenta la concentracion de tripsina en el medio de
cultivo, el efecto del virus es mayor. Por ejemplo, en la condicion con 0,25 pg/mL de tripsina
(Figura 6C), se observa que con una MOI de 0,1 ufp/célula la viabilidad celular cae a 1,84 %,
mientras que en la misma condicion de MOI pero con 0,1 pg/mL tripsina (Figura 6B), se
mantiene en un valor de 67,2 %, aproximadamente al mismo nivel que los pocillos control sin

virus para esa condicion (75,44 %). Este decaimiento en la viabilidad no viene dado solo por
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la tripsina, sino que es a raiz de un efecto potenciador de la proteina sobre la accion del virus,
ya que si comparamos el control sin virus entre ambas condiciones hay una diferencia de un
17, 08 %, mientras que al agregarle 0,1 ufp/célula, la diferencia del descenso de la viabilidad
es de un 65,36 % entre ambas condiciones. Esta observacion es consistente con lo reportado
previamente en bibliografia, donde también se observa un efecto potenciador de la tripsina en

la accion de rotavirus en células (73, 75-77).

Se decidio utilizar para los siguientes ensayos una concentracion de tripsina de 0,1 pg/mL y
una MOI de 0,5 ufp/célula. En esta condicion se observo una gran incidencia del virus sobre la
viabilidad celular, con una concentracion baja de tripsina. Mantener lo mas baja posible la
concentracion de tripsina, no solo disminuye el efecto de esta proteina en las células, sino que
minimiza la posible accion proteolitica sobre los anticuerpos a ser agregados en los futuros
ensayos. Otra de las ventajas observadas del uso de esta concentracion de tripsina, es que, en
este punto, el cultivo es muy sensible ante un cambio de concentracion de virus, ya que existe
una gran diferencia entre el efecto del virus con una MOI de 0,5 ufp/célula y 0,1 ufp/célula
(1,65% y 67,2% respectivamente). Esto permite suponer que con estas condiciones de tripsina
y MOI, seré posible observar de manera notoria si existiera una accion neutralizadora de los

anticuerpos agregados al cultivo.
4.4 Generacion de la vacuna experimental

Se generd una vacuna inactivada de rotavirus porcino para inocular gallinas. Las
concentraciones de virus utilizadas y el volumen inyectado fueron determinados en base a la
informacion obtenida de otras vacunas comerciales para aves de corral (54). Se inocul6 un
animal con 5E4 ufp/dosis y otro con 5E5 ufp/dosis. Ademas, se cont6 con un control al que se
le inyect6 adyuvante con agua y otro que no fue inyectado (Tabla 1). Se mezcl6 con FCA con
una razén de 1:1, preparando una cantidad suficiente para las dos dosis, y se almacenaron las
alicuotas a 4 °C hasta su uso. Se administraron dos dosis de 0,5 mL con un lapso de 15 dias

entre ellas.
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Tabla 1. Identificacion del animal segun el indculo administrado

Animal Indculo utilizado
1 5E4 ufp
2 5E5 ufp
3 Solo adyuvante
4 Sin inyeccion

Las gallinas no pusieron huevos entre la primera y segunda dosis. La puesta comenz6 unos
dias después de la ultima. Ademas, la produccion de huevos al principio fue baja, dando un
huevo cada 4 o 5 dias. En el caso particular de la gallina 1, el primer huevo obtenido fue el dia
13 luego de la segunda dosis, y la misma continu6 con una puesta mas espaciada que el resto
de los animales durante la duracion del ensayo.

La produccién de huevos depende de factores como la raza, la cantidad de horas de exposicién
a la luz, el espacio disponible y el alimento utilizado (78). Este Gltimo también influye en la
composicion del huevo; es decir, que los compuestos presentes en el huevo pueden variar segin
el alimento proporcionado a las gallinas (79). A su vez, la puesta de huevos puede verse
disminuida por diversas enfermedades que afectan al animal. Ejemplos de esto son la bronquitis
infecciosa, el sindrome de la caida de postura, la enfermedad de Newcastle, influenza, entre
otros. En todos estos casos la postura se ve afectada, observandose descensos de hasta un 100

% de la produccién en algunos casos (80).

Se recolectaron huevos en distintas fechas para poder realizar un seguimiento de los
anticuerpos producidos a lo largo del tiempo. Para identificar a los huevos se utiliza la
nomenclatura X.A, donde X es el nimero del animal y A los dias transcurridos entre la segunda

dosis y la puesta del huevo.
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4.5 Purificacion de proteinas

4.5.1 Obtencion de la fraccion proteica de la yema de huevo

Todos los huevos recolectados fueron delipidados y se realiz6 la precipitacion de proteinas
totales de la yema de huevo con sulfato de amonio. Seguido a esto se realizé una cuantificacion
proteica mediante el ensayo de BCA. Para obtener los valores de proteina totales, se dividio la
concentracion obtenida en el ensayo entre el factor de concentracién, y luego se multiplic por

la cantidad de yema obtenida de los huevos (Tabla 2).

Se observa una tendencia hacia el aumento de la cantidad total de proteina con el paso del
tiempo, que puede venir dado por diferencias en la cantidad de alimento consumido por dia, el
estado de salud de los animales o por diferentes condiciones ambientales (78,79). De todas
maneras, este patron no es del todo claro ya que se observa mucha variacién entre las gallinas

e incluso entre los huevos de las mismas gallinas.

Por otra parte, no se observo relacion entre la cantidad de proteina presente en el huevo y el
hecho de si el animal fue expuesto al rotavirus. Debido a que no se realizé una purificacion de
los anticuerpos especificos contra el virus, en las fracciones recolectadas se encuentran todas
las proteinas propias del ave, incluyendo IgY que reconocen otros antigenos. Segln lo
consultado en bibliografia, la cantidad generada de IgY especificas tras una vacunacion a virus
inactivado, ronda entre 4 mg/mL y 7 mg/mL (81-84), por lo que es dificil ver una diferencia
clara cuantificando proteinas totales. A futuro podria realizarse una purificacion especifica para

evaluar la produccion de anticuerpos frente a rotavirus de las diferentes gallinas inmunizadas.
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Tabla 2. Concentracion de proteina, y cantidad total de proteina recuperada de la yema de
huevo en distintas fechas y animales.

Huevo Concentracion de proteinas Proteina total (mg)
(mg/mL)

1.13a 32,96 32,96
1.13b 39,52 39,52
1.70 82,04 492,24
24 46,80 46,80
2.18a 32,14 32,14
2.18b 31,43 31,43
2.28 14,76 88,56
2.36 29,08 174,48
2.37 11,94 71,64
2.50 38,58 231,48
2.70 59,71 358,26
3.8 24,05 24,05
3.13 29,68 29,68
3.18 34,71 34,71
3.50 28,66 171,96
3.70 36,28 217,68
4.5 18,93 18,93
4.29 9,49 56,94
4.35 11,72 70,32
4.36 14,94 89,64
4.50 41,78 250,68
4.70 67,12 402,72
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4.5.2 Visualizacion del perfil proteico mediante una SDS-PAGE

Es posible ver el patrén de proteinas de una muestra mediante una electroforesis SDS-PAGE.
Al ser una técnica que se realiza con las proteinas desnaturalizadas, estas son separadas de

acuerdo a su tamafio en un gel de poliacrilamida.
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Figura 7. (A) SDS-PAGE de las fracciones recuperadas tras extraccion proteica. (1) Marcador
de peso molecular. (2) Fraccion proteica recuperada de 4.5. (3) Fraccion proteica recuperada
de 3.18. (4) Fraccion proteica recuperada de 2.18b. (5) Fraccidn proteica recuperada de 1.13a.
(6) Fraccion proteica recuperada de 3.8. (7) Fraccion proteica recuperada de 2.4. (B) (1)
Marcador de peso molecular. (2) Fraccién proteica recuperada de 4.50. (3) Fraccion proteica
recuperada de 3.50. (4) Fraccidn proteica recuperada de 2.50. (5) Fraccidn proteica recuperada
de 4.50 liofilizado. (6) Fraccion proteica recuperada de 3.50 liofilizado. (7) Fraccidn proteica
recuperada de 2.50 liofilizado. (8) Anticuerpo humano (1gG). Las flechas amarillas indican la
cadena pesada de la IgY, las flechas negras indican las cadenas livianas de IgY e IgG, la flecha
violeta indica la cadena pesada de la IgG.
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Se realizaron dos electroforesis, de manera de evaluar fracciones recuperadas de distintas
fechas (Figura 7). Se lograron observar los patrones de migracion esperados segun lo reportado
en bibliografia (85-87). Al analizarse la migracion de las fracciones proteicas con anticuerpos
mediante una SDS-PAGE, se pueden observar dos bandas principales, que corresponden a la
cadena liviana y pesada. En estado nativo, estas cadenas se encuentran unidas por puentes
disulfuro, pero en condiciones reductoras, se separan y migran diferencialmente. La cadena
pesada de las IgY tiene un peso molecular de 67 kDa aproximadamente, mientras que la cadena
liviana tiene un peso molecular de 25 kDa (85-87). La presencia de estas bandas se pudo
confirmar en todas las condiciones, observando la primera a la altura de los 55 kDa, y la
segunda se aprecia por debajo de los 31 kDa. Si bien el peso no coincide con lo reportado en
bibliografia, asumimos que las bandas corresponden a las cadenas de IgY debido a que la
cadena pesada del 1gG tiene un peso molecular de aproximadamente 50 kDa, y en el gel se
muestra casi a la altura de 41, y la cadena liviana que presenta el mismo peso en ambos casos,

migro6 a la misma altura (Figura 7B).

Entre las bandas correspondientes a las dos cadenas de las IgY, se aprecia en ambos geles la
aparicion de otra banda de un peso molecular aproximado de 36 kDa. La misma se presenta en
todas las fracciones de yema de huevo, pero no se aprecia en el carril que contiene el anticuerpo
humano (Figura 7B). Esto da a entender que la banda viene dada por una proteina propia de la
yema de huevo, que segun lo consultado en bibliografia puede corresponder a la B-livetina o a
la fosvitina (36 kDa y 40 kDa respectivamente) (88-90). Otras proteinas abundantes en la yema
del huevo son la lipovitelina y la lipovitelenina, pero las mismas no se aprecian en el gel debido

a que son hidrofdbicas y se espera que hayan sido separadas durante la delipidacion (91).

No se observo una relacion entre la cantidad de IgY presente por mg de proteinas y ninguno
de los tratamientos o edad de los huevos. Dado que se sembr6 la misma cantidad de proteinas
totales en todos los carriles, en caso de estar presentes las IgY especificas para el rotavirus

porcino no se encuentran en una concentracion suficiente para ser identificadas por esta técnica.
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4.6 Evaluacion de la citotoxicidad de la fraccion proteica de la

yema de huevo en células IPEC-J2

Se realizd un ensayo de citotoxicidad para evaluar como influye la presencia del extracto
proteico en el cultivo celular. Esto es debido a que, al momento de realizar un estudio para
observar el posible efecto protector del anticuerpo frente al virus, se debe tener en
consideracidn el hecho de que el propio anticuerpo no esté disminuyendo la viabilidad celular,

y en caso de que lo haga, cuantificar en qué medida.

Para ello, se cultivaron células IPEC-J2 en placas de 96 pocillos, donde se probaron diferentes
concentraciones de las fracciones obtenidas de la yema de huevo de las gallinas 2 y 3 (0,2

mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1,6 mg/mL, 3,2 mg/mL y 6,4 mg/mL).
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Figura 9. Ensayo de citotoxicidad de la proteina aislada de la yema de huevo sobre las células
IPEC-J2. () Huevo 2.18a; (e) Huevo 3.18.

El efecto citotoxico se expresa a través de la IC50. Esta medida indica qué concentracion de
proteina disminuye la viabilidad celular al 50 % (92). A partir de un ajuste no lineal, se obtiene
que la IC50 para el caso de la gallina 2 es 0,88 mg/mL (de 0,74 mg/mL a 1,04 mg/mL con un
rango de confianza del 95%) y para la gallina 3 es 0,84 mg/mL (0,77 mg/mL a 0,93 mg/mL
con un rango de confianza del 95%). Observando los rangos de confianza, concluimos que

ambos extractos proteicos presentan una IC50 estadisticamente similar. Como los protocolos
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de extraccion y las condiciones de produccién de todos los huevos son iguales, podemos asumir

que la citotoxicidad para los otros huevos es la misma.

Para ensayos futuros, elegimos trabajar con una dilucién de las proteinas de 1/160,
correspondiente a 0,2 mg/mL. Dicha decision se basd en que buscamos minimizar la pérdida
de viabilidad celular, manteniendo el mayor titulo de anticuerpos posible, para de esa forma

maximizar la posibilidad de neutralizacién del virus por parte del anticuerpo.

4.7 Evaluacion de la capacidad neutralizante de las IgY

purificadas de la yema de huevo sobre el rotavirus porcino

Para poder evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpos frente a la infeccién viral es
necesario infectar un cultivo celular con virus y analizar en qué medida se ve afectada la
viabilidad celular ante un agregado de estos. En teoria, al adherirse a las proteinas superficiales
del virus, los anticuerpos lo neutralizan, evitando que pueda unirse con los receptores celulares

para entrar a la célula y replicarse (90).

En primer lugar, se realizaron cultivos celulares en placas de 96 pocillos con células IPEC-J2.
Luego de ser activado el virus, se incubaron durante una hora la mitad de los pocillos con el
mismo. Posteriormente, se removio el sobrenadante y se agregé medio de cultivo conteniendo
las proteinas aisladas de la yema de huevo de los huevos cercanos a los 15 dias luego de la
segunda inmunizacién, donde se espera encontrar las IgY especificas contra el rotavirus
porcino. La mitad de las placas fueron incubadas durante 24 horas, mientras que la otra mitad
fue incubada por 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo se realiz6 una tincién con cristal

violeta para determinar la viabilidad celular (Figura 10).

La viabilidad celular no presenta diferencias significativas en los pocillos donde no se agreg6
virus, tanto a las 24 como a las 48 horas (p>0,05). Esto indica que, a la concentracion de
proteinas utilizada, no se observa efecto citotoxico. Cuando se analiza lo sucedido al agregar
el virus, como es de esperarse, la viabilidad de la condicion control desciende a 17,17% en 24
horas y a 3,85% en 48 horas. Esto indica que el virus fue capaz de infectar a las células y como
resultado la viabilidad desciende. También se presenta un patron similar con las gallinas 3y 4,

donde se ve gran diferencia entre el ensayo cony sin virus. Las condiciones 3.18 y 4.5 alcanzan
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unos valores de 19,51% y 19,53 respectivamente a las 24 horas de incubacion (Figura 10A), y
a las 48 horas de incubacién alcanzan un valor de viabilidad de 11,63% y 7,98%
respectivamente con respecto a la condicion control sin virus (Figura 10B). La pérdida de
viabilidad celular indica que no hay componentes propios de las proteinas de la yema de huevo

que inhiban de manera inespecifica la infeccion del virus.
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Figura 10. Evaluacion de la capacidad neutralizante de las IgY, estudiado mediante el cultivo
de células IPEC-J2 con las fracciones proteicas recuperadas de las yemas de huevo de los
animales, en presencia y ausencia de virus. (A) 24 horas de incubacion. (B) 48 horas de
incubacién. En negro se presentan las fracciones sin virus y en gris las fracciones con virus.
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En el caso de las gallinas 1y 2 se ve que, si bien hay un descenso en la viabilidad celular, es
mucho menor que en las deméas condiciones, y presenta una diferencia significativa al
compararla con el control (p<0,05). Esto indicaria la presencia de IgY con un efecto protector
para las células frente a esta cepa de rotavirus porcino. Se ve que la replicacion viral no se
detiene por completo, ya que en ambos los casos la viabilidad celular es mas baja que su
condicion sin virus correspondiente, pero la misma es significativamente mayor que en los
pocillos incubados con las proteinas aisladas de gallinas que no fueron inoculadas con el
antigeno. La viabilidad celular en las condiciones 1.13ay 2.18a descienden a un valor de 55,5%
y 59,3% respectivamente en las 24 horas de incubacion con virus, siendo el valor del control
con virus 17,17% en este caso (Figura 10A). Por su parte, con 48 horas de incubacion, estas
mismas condiciones descienden a valores de 51,98 % (1.13a) y 56,68 % (1.18a), mientras que
el control es 3,84% (Figura 10B).

Si bien la gallina 2 fue inoculada con una concentracion diez veces mayor de antigeno, no
aparenta haber diferencia en la proteccion que los anticuerpos generan frente al virus con
respecto a la gallina 1, debido a que los valores de viabilidad son similares (p>0,05). Sin
embargo, no se puede sacar una conclusién estadisticamente valida, ya que se inmunizé
solamente una gallina por condicion y esto puede estar sujeto a la variabilidad individual de la

respuesta inmune.

Por ultimo, tanto los cultivos que fueron incubados durante 24 horas como los que fueron
incubados por 48 horas presentan el mismo patron de descenso de viabilidad celular en las
condiciones con yema de huevo de gallinas que no fueron inoculadas con el antigeno, y también
presentan la atenuacion del efecto viral con los extractos de las gallinas 1 y 2. Debido a esto,

se decide que para futuros ensayos solo se realizara la incubacion durante 24 horas.

Se decidio agregar las proteinas luego de infectar las células con el virus para evaluar la
capacidad neutralizante de estas como tratamiento una vez ya dada la infeccion. A futuro se
podria probar la opcion de agregar las proteinas junto con el virus activado para estudiar el
efecto como método preventivo. Esperamos que de esta manera el resultado sea méas notorio,

ya que en este caso se evitaria el ingreso del virus a la célula.
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4.7.1 Evaluacion de la neutralizacion con IgY producidas posteriormente

Las fracciones proteicas que fueron purificadas de las yemas de huevos recolectados
posteriormente se cultivaron junto con células IPEC-J2 y el virus, para evaluar si se mantiene
una cantidad de anticuerpos especificos suficiente para neutralizar el virus (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacion de la capacidad neutralizante de las IgY, estudiado mediante el cultivo
de células IPEC-J2 con las fracciones proteicas recuperadas de las yemas de huevo de los
animales. (A) Incubado sin virus. (B) Incubado con virus.
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En primer lugar, se pudo observar que la viabilidad celular en todas las condiciones sin virus
es muy similar a la viabilidad celular en la condicién de control. Esto indica que las células
pudieron crecer sin problema a pesar de contener las proteinas aisladas de la yema de huevo.
Al igual que para las fracciones proteicas analizadas cerca de los 15 dias después de la segunda
inmunizacion, no se observo efecto protector de las fracciones recuperadas de las gallinas no

inoculadas con el antigeno viral.

Con respecto a la gallina 1, solamente se pudo analizar una fraccion de proteinas,
correspondiente a 70 dias después de la segunda dosis, ya que fue el Unico huevo que se pudo
recuperar de este animal. Si bien la diferencia no es significativa, se puede observar una mayor
viabilidad celular al compararla con el control, lo cual indica que incluso 70 dias después de la

segunda dosis, los huevos producidos contienen IgY capaces de neutralizar la infeccion viral.

Es posible observar una tendencia de que las fracciones extraidas de la yema de huevo de la
gallina 2 protegen a las células frente al virus. Si bien la recuperada a los 50 dias después de la
segunda dosis (2.50) presenta una viabilidad celular comparable con el control sin anticuerpos,
la de los 37 (2.37) y 70 (2.70) dias, presenta una diferencia significativa (p<0,05) respecto a
este. A su vez, las fracciones recuperadas del mismo animal a los 28 (2.28) y 36 (2.36) dias no
presentan una diferencia significativa (p>0,05), pero se puede apreciar una diferencia en la
viabilidad celular con respecto a la condicion control. La viabilidad encontrada para los huevos
2.28 y 2.36 fue de 43,38% Yy 43,15% respectivamente, mientras que en el caso control se vio
un 28,96% de viabilidad.

Segun lo reportado en bibliografia, los altos titulos de anticuerpos pueden durar entre 6 y 10
semanas contando a partir de una inmunizacion de refuerzo (94,95). Las fracciones analizadas
entran en ese rango temporal, por lo tanto, era de esperarse que se puedan encontrar IgY
capaces de neutralizar al virus. Si bien aln se observan IgY especificas en esa fecha, la
proteccion no es tal como las aisladas anteriormente, por lo que podemos inferir que disminuyd
el titulo de anticuerpos en la yema de huevo. En otro estudio consultado, se reporta que la
méaxima produccion de titulo de anticuerpo se da cercano a los 21 dias después de la primera
dosis (81). De todas maneras, para determinar la cantidad de IgY especificas a lo largo del
tiempo es necesario realizar un ELISA, que mide el titulo de anticuerpos especificos frente a

un antigeno (94).
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Estudios realizados previamente indican que el titulo y la duracién de los anticuerpos en la
yema de huevo depende de factores tales como el titulo viral del in6culo y la cantidad de dosis
administradas (81-83). Eventualmente se podria considerar modificar alguna de estas variables

con el objetivo de mantener una mayor respuesta inmune durante un tiempo méas prolongado.
4.8 Liofilizacion de las fracciones proteicas

La liofilizacion es un proceso en el cual se desecan los alimentos, medicamentos u otras
sustancias, mediante su congelacion y la posterior sublimacion del hielo (96). Este proceso se
basa en remover el agua presente en una solucién, y de esa manera permitir la estabilidad
prolongada de distintos compuestos organicos o inorganicos, ya que al reducir el porcentaje de
humedad del compuesto, se minimiza el riesgo de colonizacion de microorganismos,
alteraciones fisicoquimicas que desestabilicen el componente activo o degradaciéon del
producto. Ademas, una ventaja para el caso de proteinas es que permite mantener su estructura
tridimensional durante un tiempo prolongado sin alterar su funcién, ya que el proceso de

liofilizacién no requiere de altas temperaturas (97).

El mantenimiento de productos en cadena de frio suele ser muy costoso y complejo desde el
punto de vista logistico. Lo ideal cuando se comercializa un producto es que su
almacenamiento pueda ocurrir a temperatura ambiente. En el caso de los huevos, se estima que
los mismos pueden permanecer en buen estado a temperatura ambiente durante cuatro semanas

solamente, mientras que la proteina purificada apenas unas horas (98).

Este proyecto tiene como objetivo a futuro la aplicacion de estos anticuerpos en criaderos de
cerdo para prevenir la infeccién del rotavirus porcino. Por lo tanto, la forma de almacenamiento
y la estabilidad del producto son factores que se deben tener en cuenta. Por esta razén, se
decidi6 estudiar la liofilizacion de las yemas de huevo delipidadas y evaluar la actividad de las

inmunoglobulinas luego de esta.

Se decidid liofilizar los huevos que fueron recolectados a los 50 y 70 dias después de la segunda

dosis.

51



4.8.1 Recuperacion de proteina de las fracciones liofilizadas

Finalizada la liofilizacion, se reconstituyeron las fracciones en PBS, y se precipitaron las
proteinas. Una vez obtenidas las fracciones, se realiz6 un ensayo de cuantificacion proteica
mediante BCA para evaluar la cantidad de proteinas presentes luego del proceso de
liofilizacién (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de proteinas recuperadas de las yemas de huevo liofilizadas.

Huevo Proteina total previoala | Proteina total luego de la
liofilizacion (mg) liofilizacion (mg)
1.70 492,24 27,66
2.50 231,48 38,36
2.70 358,26 35,32
3.50 171,96 45,22
3.70 217,68 63,3
4.50 250,68 43,18
4.70 402,72 40,92

Durante el proceso de liofilizacion se pierden proteinas, ya que la cantidad recuperada luego
del procedimiento es considerablemente menor a la que cada fraccion contenia previamente.
En algunos casos, el decaimiento alcanz6 hasta un 94,37% (1.70). Esto puede deberse a
multiples factores, como por ejemplo la configuracion del programa de liofilizacion, el pH,
formacién de cristales, entre otras (99). De todas maneras, este porcentaje de recuperacion es
bajo comparado con lo reportado en otro estudio, donde se muestra que tras el proceso de
liofilizacion se pierde entre un 20 % y un 45 % de actividad bioldgica (100). El porcentaje de
recuperacion se puede aumentar agregando crioprotectores tales como glicerol a la solucion

previo a la liofilizacion (99).
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4.8.2 Visualizacion de proteinas liofilizadas mediante electroforesis en gel

no desnaturalizante.

Se realizd una electroforesis no desnaturalizante (Figura 12) de manera de evaluar si el proceso
de liofilizacién afecta la estructura de las proteinas, ya que esto podria indicar la pérdida de su
funcién. Como esta técnica separa las proteinas en base a peso molecular y forma, podemos
comparar si las fracciones liofilizadas y no liofilizadas mantienen la misma estructura, debido
a que el peso no varia ante una desnaturalizacion (101). Si la estructura se mantiene tras la

liofilizacion, se apreciara en el gel una Unica banda correspondiente a la molécula completa.

Figura 12. Electroforesis en gel no desnaturalizante. (1) Fraccion proteica del huevo 1.70. (2)
Fraccion proteica del huevo 2.70. (3) Fraccion proteica del huevo 3.70. (4) Fraccién proteica
del huevo 4.70. (5) Fraccion liofilizada del huevo 1.70. (6) Fraccidn liofilizada del huevo 2.70.
(7) Fraccion liofilizada del huevo 3.70. (8) Fraccion liofilizada del huevo 4.70. La flecha indica
la banda correspondiente a las IgY.

En todas las condiciones sembradas se aprecian dos bandas de gran intensidad, una en la parte
superior del gel y otra en la parte inferior. Segun lo consultado en bibliografia (102), la banda
superior corresponde a las IgY. El hecho de que el patron de bandas sea similar en todas las

condiciones, independientemente de si fueron liofilizadas o no, indica que el proceso no alterd
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la estructura tridimensional de la proteina; por lo tanto, se espera que la misma siga presentando

actividad bioldgica.

Por otra parte, se puede apreciar otra banda de gran intensidad por debajo de la banda
correspondiente a las IgY. Segun lo reportado en bibliografia esta banda no se relaciona con
las inmunoglobulinas, ya que al purificar IgY de manera especifica, las otras proteinas
desaparecen (102). Probablemente se trate de la B-livetina o la fosvitina, que como

mencionamos anteriormente, son proteinas propias de la yema de huevo.

4.8.3 Evaluacion de la capacidad neutralizante de las IgY liofilizadas

Luego de la liofilizacion de las proteinas de los huevos de 50 y 70 dias después de la segunda
dosis, se estudio si mantienen la capacidad de neutralizar el rotavirus porcino en células IPEC-
J2 (Figura 12).

Al comparar la viabilidad celular en las condiciones sin virus (Figura 12A) se ve que es similar
en todos los casos, incluyendo la condicion control. Es decir, las células crecieron de manera

adecuada a pesar de contener las fracciones de yema de huevo.

Cuando se agrega virus al cultivo celular, se puede apreciar un descenso general en la
viabilidad; sin embargo, este no se presenta en todos los casos por igual. Las fracciones 1.70 y
2.70 presentan una viabilidad levemente mayor, presentando un aumento significativo para el
caso de 1.70 (p<0,05). De todas maneras, este efecto es menor en comparacién con el
observado en las fracciones sin liofilizar (Figura 10 y 11). Por ejemplo, la fraccion 1.70 sin
liofilizar dio una viabilidad de 42,39 % con respecto a la condicién control cuando se lo expuso

al virus, mientras que la fraccion liofilizada present6 un 32,15 %.

Si bien la fraccion 2.50 no aparenta tener efecto neutralizante, este resultado era esperable,

dado que el extracto sin liofilizar de esta fraccion tampoco mostro capacidad protectora.
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Figura 13. Evaluacion de la capacidad neutralizante de las IgY liofilizadas, estudiado mediante
el cultivo de células IPEC-J2 con las fracciones proteicas recuperadas de las yemas de huevo
liofilizadas, en presencia (B) y ausencia de virus (A).
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5. Conclusiones y perspectivas a futuro
5.1 Conclusiones

Se logroé cultivar el rotavirus porcino VR-893 en células MA104 y producir una vacuna
inactivada con el mismo. Esta se inocul6 en gallinas, resultando en la produccion de IgYs
especificas anti-rotavirus porcino VR-893. Se comprobé que estas son efectivas para controlar
la accion del virus in vitro, mediante el estudio de la viabilidad de células infectadas con
rotavirus en presencia de los anticuerpos generados. También se pudo observar que la
produccion de IgY perdura a lo largo del tiempo, detectando presencia de las mismas incluso

70 dias después de la segunda inmunizacion.

Se evalud la generacion de fracciones liofilizadas observandose que las mismas mantienen

efecto protector de las IgY frente al ataque del rotavirus.

5.2 Perspectivas a futuro

A futuro, se deberia poner a punto el aislamiento de las IgY, de manera de optimizar la
recuperacion de las proteinas, eliminando contaminantes que se encontraron en la fraccion
proteica. Se podria plantear la obtencion Unicamente de las IgY especificas contra rotavirus,

por ejemplo, mediante el uso de una cromatografia de afinidad.

A su vez, creemos que es relevante la cuantificacion de los anticuerpos generados. La misma
se puede realizar mediante un ELISA y permitira hacer un seguimiento de la produccién de
IgY a lo largo del tiempo. Una vez puesta a punto la técnica, se podré definir la formulacion
de la vacuna y el esquema de vacunacion éptimos, de manera de aumentar y mantener por mas
tiempo la respuesta inmune, generando mayor cantidad de inmunoglobulinas. Para ello, se
propone contar con mas animales a futuro, para poder realizar réplicas de diferentes

condiciones y asi poder evaluar estadisticamente la produccion de IgY.
Se deberian estandarizar los procesos de produccién de la vacuna. Para ello es necesario

establecer una serie de controles que aseguren que la misma es fabricada de igual manera en

todos los casos. Como el objetivo de este trabajo fue realizar una prueba de concepto para
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evaluar la produccion de IgY en gallinas contra un rotavirus porcino, se omitieron dichos
controles, pero a futuro es importante tenerlos en cuenta. Un ejemplo de esto es el control de
inactivacion de virus, el cual asegura que no existen particulas virales infectivas en la vacuna

formulada.

Por otro lado, uno de los intereses principales de este trabajo es el posible tratamiento y
prevencion del virus en cerdos, administrando los anticuerpos producidos como suplementos
alimenticios en criaderos. Para ello es necesario realizar pruebas in vivo donde se demuestre
que los anticuerpos son capaces de reconocer al virus en los animales y de protegerlos frente a
una infeccion. Ya que se desea que el anticuerpo actue en el intestino del animal, es necesario
desarrollar un método de delivery adecuado que permita la proteccion de las proteinas al pasar

por el tracto digestivo, y se libere en la zona deseada.

Para que los anticuerpos producidos presenten una buena capacidad neutralizante in vivo, es
necesario tener en cuenta las cepas circulantes en una region dada. Para ello, se deben realizar
estudios de prevalencia de diferentes cepas de rotavirus, y fabricar vacunas a partir de aislados
de muestras fecales de cerdos. De esa forma, serd mas probable disminuir la prevalencia del
virus, ya que las IgY generadas seran especificas frente a las cepas circulantes en los criaderos

de cerdo.

La técnica implementada en este trabajo de utilizar gallinas como modelo animal para producir
anticuerpos, puede aplicarse para otros casos en los que se busquen tratar o prevenir
enfermedades por medio de la inmunidad pasiva, tanto para cerdos como para otros animales.
También se podrian fabricar a futuro vacunas multivalentes, para de esa manera obtener en una

misma formulacién, anticuerpos frente a diferentes patogenos.
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7. Anexo

Tabla 4. Composicion del alimento proporcionado a los animales.

Componentes de la racion administrada al animal

Maiz

Cebada

Sorgo

Trigo

Harina de trigo

Germen de trigo

Gluten meal

Oleina

Harina de soja

Harina de girasol

Harina de canola

Harina de pescado

Harina de alfalfa

Sal

Fosfato bicalcico

Bicarbonato de sodio

Aminoéacidos

Carbonato de calcio

Suplemento vitaminico mineral

Antioxidantes

Conservantes

Pigmentos carotenoides

Complejo enzimatico (proteasa, amilasa, celulasa)
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Tabla 5. Composicién guimica porcentual del alimento

Composicion quimica Minimo (%) Méaximo (%)
Proteina 15
Extracto al éter 2,5
Humedad 12
Fibra cruda 7
Minerales totales 16
Cenizas insolubles al HCI 3
Cloruro de sodio 0,5
Calcio 33 4,3
Fosforo 0,5 0,9

Tabla 6. Aditivos del alimento utilizado
Aditivo Compuesto Cantidad (g/kg)
Suplemento vitaminico mineral VM-P 0,0015 (ng/kg)
Antioxidante Oxicap 0,1
Pigmentante Carophill 0,02
Conservante Fungicap 1
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