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Introduccion

El interferon beta felino (fIFNB) pertenece a los interferones de tipo I, que son citoquinas
secretadas por células en respuesta a infecciones virales, asi como a otros microorganismos y sus
componentes (oligosacaridos bacterianos, oligonucleétidos, material genético extrafio, hongos). Es
sabido que inducen un amplio rango de efectos: antivirales, antitumorales, antiparasitarios e
inmunomoduladores. En veterinaria, la administracion de interferones humanos recombinantes (hIFNa
y hIFNP) conlleva un alto costo y ademas genera reacciones adversas. La mejor opcion actualmente
para reducir la mortalidad y los signos clinicos de ciertas infecciones virales, como la parvovirosis
canina, la leucemia felina viral o la inmunodeficiencia felina viral, es la administracion de interferon
omega felino (fIFN®) que se comercializa en Europa (Virbagen Omega, Virbac). Dada la necesidad de
contar con nuevos biofdrmacos para la industria veterinaria local, en este trabajo se desarrollé un
método biotecnoldgico para la expresion y purificacion de fIFNP recombinante, en el sistema
baculovirus-larvas de insecto. Las larvas utilizadas resultan de particular interés como plataforma para
la produccién heter6loga de proteinas, ya que constituyen una plaga que afecta numerosos cultivos en
nuestro pais, resultando faciles de conseguir y de bajo costo.

Materiales y métodos

El gen sintético de fIFNP contenido en el vector de clonado pUC18, se sub-clond en el vector
de transferencia pAcGP67-B. El fIFNB quedo6 clonado bajo el promotor de poliedrina y la secuencia
sefial viral gp67 que direcciona a la proteina al espacio extracelular.

Posteriormente se procedi6é a construir el baculovirus recombinante. Para ello, un cultivo de
células Sf9 en monocapa se co-transfectd con el vector de transferencia recombinante y el genoma
linealizado del baculovirus Autographa californica nuclear polyhedrosis virus - AcCNPV-
(BaculoGold™, BD Biosciences), mediante liposomas. El BaculoGold™ porta dos caracteristicas
atiles: i) codifica para la Green Fluorescent Protein (GFP) como gen reportero, y ii) una delecion letal
que soélo es salvada mediante la recombinacion homdloga, asi todo virus presente en el sobrenadante de
co-transfeccion es recombinante (AcNPV-IFN) y la purificacion de virus es innecesaria.

Para generar un stock viral de alto titulo, el sobrenadante de co-transfeccion fue utilizado para
tres rondas sucesivas de amplificacion en Sf9 en monocapa. Luego, se lo titul6 por punto final.

Larvas de Spodoptera frugiperda en el quinto estadio (300 mg) fueron infectadas via
intrahemocele con AcNPV-IFN, y al quinto dia post-infeccién (d.p.i) se cosecharon las larvas
fluorescentes bajo luz UV y se mantuvieron a -20°C. El extracto larval se obtuvo por homogeneizacion
de larvas congeladas en mortero, con buffer fosfato pH=7,0, centrifugacion y descarte del pellet.

La purificacion de la proteina de interés se realizd por cromatografia de pseudo-afinidad en
matrices de Blue-Sepharose. Se sembro6 el extracto larval en buffer fosfato pH= 7,2, se realizaron
lavados con [NaCl]= 0,5 M, y se eluyd la proteina con [NaCl]=1M, en el equipo AKTA Purifier (GE
Healthcare).
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Todo el proceso se analizé6 por SDS-PAGE 15% con tincion con Coomasie-Blue, o bien se
realiz6 un Western Blot con anticuerpos especificos.

La actividad bioldgica del interferon beta felino recombinante (rfIFNp) purificado se ensay6 in
vitro. Por un lado, se expusieron células de carcinoma mamario felino a rfIFNp, y se cuantificd la
disminucion del numero de células viables contra un control sin tratamiento (actividad antitumoral).
Por otro lado, se desafié con el Virus de Estomatitis Vesicular (VSV) a fibroblastos de rifion de gato
(Crandell Reese Feline Kidney, CRFK) pretratados el dia anterior con rfIFNB en diluciones seriadas
Y. La actividad antiviral se expresé como titulo, en unidades internacionales por mL (Ul/mL) a partir
de una curva de Virbagen Omega, de titulo conocido.

Ademas, en el producto purificado se analizo la presencia de DNA viral por PCR y geles de
agarosa al 1%.

Resultados

La fluorescencia verde observada bajo luz UV de las células Sf9 en cultivo evidencié que la co-
transfeccion y recombinacién homdéloga habian sido exitosas. La proteina de interés se expreso
correctamente bajo el promotor de poliedrina, y la secuencia sefial gp67 la direcciond al espacio
extracelular, haciéndola facil de extraer luego de la homogeneizacion de las larvas enteras. Este
resultado surge del revelado de western blot usando anticuerpos primarios especificos anti-fIFNf.

La utilizacion de cromatografia de Blue-Sepharose permitid la purificacion del rfIFNB en un
solo paso, y en las condiciones del ensayo la mayoria de las proteinas contaminantes no se adsorbieron
a la matriz. La presencia de rfIFNp en el eluido se evidenci6 por western blot, y la pureza del producto
se comprobd por geles SDS-PAGE.

Finalmente, el rfIFNP purificado no presenta contaminacion con proteinas inmunogeénicas de la
larva, segln el ensayo de western blot con anticuerpos primarios anti-proteinas de larva S. frugiperda.
Tampoco se detectd contaminacion con DNA proveniente de baculovirus. Ademas, presentd una alta
actividad biolégica: actividad antiviral de 5x10* UFP/mL, comparable con la de Virbagen Omega, y
actividad antitumoral superior a éste, disminuyendo la viabilidad celular mas del 60%..

Conclusiones
Los resultados de este trabajo sientan las bases para el desarrollo de un proceso biotecnoldgico
original basado en larvas de insecto, para la produccién de un nuevo biofarmaco para uso veterinario.



