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Resumen

El Virus de Inmunodeficiencia Humana es un lentivirus y un miembro de la familia Retroviridae,
causante del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana Adquirida (SIDA). De acuerdo a estimados por
la Organizacién Mundial de Salud y la UNAIDS, para el final del 2014, 36.9 millones de personas que
vivian con HIV en el mundo, de los cuales 2 millones fueron nuevos casos y 1.2 millones murieron
por complicaciones relacionadas al SIDA. El advenimiento de la terapia anti-retroviral (ART, por sus
siglas en inglés) ha mejorado la longevidad y la calidad de vida de los individuos infectados por HIV
mediante el control de la replicacidn viral. A pesar de su efectividad, |a terapia presenta una serie
de limitaciones que impiden su implementacidon a nivel mundial - en particular en naciones en
desarrollo - entre ellas su alto costo, lo cual representa una carga de por vida para los pacientes y
los sistemas de salud. Por esto, se genera una necesidad de buscar terapias profilacticas que sean
capaces de estimular niveles altos de inmunidad protectora al momento del contacto entre el virus
y el huésped. Las vacunas multiepitdpicas representan una ventaja porque se reduce la cantidad de
proteina o material genético que debe ser entregado durante la vacunacion, facilitan la construccion
de vacunas de multiples aislados (clados/subtipos) y permiten el dirigir la respuesta inmune a
regiones proteicas importantes o conservadas, reduciendo asi las posibilidades de incorporar
proteinas indeseadas. Un aspecto importante de las vacunas multiepitdpicas son las particulas tipo
virus (VLP), las cuales representan un sistema atractivo de entrega y presentacién de antigenos por
su capacidad de estimular tanto respuestas humorales como celulares, asi como por su estructura
espacial, la cual permite el exhibir epitopos conformacionales.

En el presente estudio, se disefiaron dos construcciones quiméricas basadas en el sistema de
acarreador de la proteina VP2 del parvovirus humano B19, acoplado a distintos epitopos de HIV-1
identificados como sitios de unién de anticuerpos altamente neutralizantes, respuestas celulares
citotdxicas y de linfocitos cooperadores. Las quimeras, denominadas MHIV-A y MHIV-B fueron
optimizadas para su expresion en E. coli y sintetizadas quimicamente, para su posterior sub-
clonacién en el vector de expresidn pET22b+. Las quimeras pudieron ser expresadas en altas
concentraciones (65 mg proteina recombinante/ L cultivo) y se presentaron un patrén de solubilidad
y purificacién distinto con respecto a la VP2 de tipo nativo (WT). Finalmente, se caracterizaron las
particulas tipo virus (VLP) generadas, y se observaron capsides completas con un tamafo promedio
de 16-25 nm para las quimeras ensambladas en una proporcién 1:3 (quimera:VP2 WT), 15:15:70
(MHIV-A:MHIV-B:VP2 WT) y MHIV-B 100%, mientras que el ensamblaje de la quimera MHIV-A 100%
solo produjo intermediarios de ensamblaje, sugiriendo la importancia de las interacciones entre la
regiéon multiepitdpica y los mondmeros de B19 VP2 en el proceso de ensamblaje.



Introduccion

El HIV pertenece a la familia Retroviridae, género Lentivirus, por lo cual contiene un genoma en
forma de RNA, el cual es llevado a DNA por la transcriptasa inversa e integrado al cromosoma del
huésped después de la infeccién de nuevas células blanco. Estructuralmente se trata de un virus
envuelto, con un diametro promedio de 130-140 nm. Su genoma puede considerarse sencillo con
s6lo 9 marcos abiertos de lectura que codifican para 15 proteinas -6 estructurales y 9 no
estructurales-. El HIV infecta principalmente células linfoides CD4+ y células mieloides como
macroéfagos y células dendriticas (también CD4+) (Giese et al., 2016).

El HIV-1 se divide en cuatro grupos distintos: P, de reciente identificacion, outlier (O), N (no-M y no-
0) y, mayor (M), que representa el 90% de las infecciones por HIV. Ademas, contiene 11 subtipos
(A —K), siendo los subtipos B y C los predominantes en América, Australia, Europa y Africa del sury
oriental, respectivamente. Mundialmente, la ruta principal de transmisién es el contacto sexual
heterosexual (>75%), mientras que el 4-9% de las nuevas infecciones son contagios verticales al
momento del parto (O'Cofaigh & Lewthwaite, 2013).

Globalmente se registran 63.7 millones de personas viviendo con HIV, 2.1 millones de nuevas
infecciones y un total de 1.1 millones de muertes; el nimero de personas en terapia anti-retroviral
es de 18.2 millones (a junio 2016). Para la region de América Latina y el Caribe se registraron 2.0
millones de personas infectadas, con =100,000 nuevos casos y =50,000 muertes para el afio 2015
(UNAIDS, 2016).

En México se registra un total de 250,761 personas viviendo con HIV y SIDA (64,106 HIV+y 186,655
con SIDA). Desde el afio 1983 la principal via de transmisidn es la sexual, seguida por la sanguinea
(contagio supuestamente erradicado desde el afilo 2005), usuarios de drogas intravenosas y via
perinatal. Para el afio 2014 se calculé la tasa de defunciones por SIDA en México a 3.98 por 100,000
habitantes. Para los afios 2015-2016 se registraron 21,300 casos nuevos de HIV y SIDA. El grupo de
edad con mayor prevalencia de progresién a SIDA (afios 1983-2016) es el de 30 a 34 afos de edad
con 35,000 casos (20% del total) para hombres y mujeres (del total de 186,665 reportado 1983-
2016) (CENSIDA, 2016).

A nivel mundial, aproximadamente el 46% de las personas infectadas se encuentran bajo
tratamiento, sélo el 38% de las personas que viven con HIV estdn en supresién viral. Mas de 14.5 de
las 36.7 millones de personas infectadas desconocen su estado de HIV (40%). Para América Latina,
existe una mayor proporcion de personas que conoce su estado de HIV (75%) y que se encuentra en
tratamiento (55%), sin embargo, todavia existe un largo camino por recorrer. La poblacion en riesgo
mas afectada han sido los homosexuales y hombres que tienen sexo con hombres, representando
una tercera parte de las nuevas infecciones en 2014 (Prevention Gap Report, 2016; UNAIDS, 2016).

La infeccién por HIV-1, cuando no es tratada, progresa a SIDA, cuadro clinico caracterizado por la
pérdida de linfocitos T CD4+ a menos de 200 células/ pL y la aparicion de enfermedades oportunistas
como tuberculosis, tumores asociados a virus y enfermedades bacterianas crénicas.

Ciclo de vida del HIV



La transmision del virus se puede dar por difusidn pasiva a través de los fluidos extracelulares, por
transporte paracelular entre las uniones estrechas, transcitosis viral entre las células epiteliales de
la mucosa genital y células presentadoras y macréfagos residentes en la Idamina propia, y la sinapsis
viroldgica -la mas eficiente- en la cual existe una acumulacién de proteinas virales y los receptores
celulares CD4+, CXCR4 y CCR5 en las uniones intercelulares. La transmisidn célula — célula es mas
rapida, por lo cual es menos probable que sea detectada por el sistema inmune.
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Fig. 1.- Ciclo de vida del HIV. Del lado superior derecho se observa la unién al receptor CD4+ y la internalizacion del virus,
la importacidn al nucleo del material genético y su posterior integracion. Del lado izquierdo se observa la produccion de
nuevas proteinas virales y la formacién y maduracion de los viriones.

El virus entra en la célula mediante la unién de la subunidad gp120 de Env al receptor celular CD4,
lo cual induce un cambio conformacional que revela el sitio de unidn del correceptor en la base del
asa V3 de la gp120. Esta segunda interaccion inicia cambios conformacionales adicionales en la
subunidad gp41 que culminan con la fusién del envoltorio viral con la membrana plasmética de la
célula huésped y la liberaciéon del nucleo viral al citoplasma. La retro-transcripcion y la degradacion
de la nucleocapside ocurren al mismo tiempo. Una molécula de tRNALys3 se une al sitio de unién
del primer en el RNA viral y la Transcriptasa Inversa (RT) coordina los procesos de retro-transcripcion
y polimerizacion del DNA; sin embargo, su inherente alta tasa de error es una fuente de diversidad




genética que puede alcanzar 20 - 30% de diferencia en la secuencia de Env entre aislados virales. El
cDNA viral es importado al nucleo por un mecanismo no totalmente comprendido, en el cual
participan proteinas de la capside en un transporte a través de los complejos de poro nucleares.
Una vez en el nucleoplasma la integrasa viral corta algunas bases de los extremos 3’ del cDNA viral
y el cromosoma de la célula huésped, posteriormente uniendo los extremos cohesivos 3’. Los
espacios restantes son rellenados por los mecanismos de reparacién de dafio al DNA. En células
productivamente infectadas, el material genético (y por tanto la transcripcién) pueden permanecer
en estado de latencia (Darcis et al., 2017) o servir como moldes para la producciéon de nuevos
transcritos.

El ciclo lisogénico del virus comienza con la transcripcién del DNA proviral integrado por la RNA
polimerasa Il del huésped, que se une a la regién terminal altamente repetitiva (LTR), rio arriba de
un promotor tipo caja TATA. Posteriormente, la proteina viral Tat (trans-activadora de la
transcripcidn) se une al elemento de respuesta de la trans-activacion (TAR) en los mRNA nacientes,
lo cual provoca la unién de la P-TEF-b y un subsecuente aumento en la transcripcidon. Las
concentraciones intracelulares de Tat son criticas.

La generacion de nuevos viriones comienza con la traduccién del gen Gag, el cual genera la
poliproteina que formard la matriz (capside externa), la capside (CA), y las subunidades de la
nucleocapside (NC) y p6. Adicionalmente, las enzimas virales IN, RT y Proteasa (PR), codificadas por
el gen Pol, son producidas por un corrimiento en el marco de lectura durante la transcripcion del
mismo coddn de inicio que el gen Gag, generando asi el transcrito GagPol lo cual asegura que los
componentes de la capside se produzcan en cantidades suficientes (Gag), pero las enzimas virales
se produzcan en menor cantidad para su incorporacién en nuevos viriones. La poliproteina es
exportada a la cara interna de la membrana plasmatica mediante la miristilaciéon del segundo
residuo de glicina en el extremo N-terminal, en donde se acumula en las balsas lipidicas por su unién
al Fosfatidil inositol 4,5- bisfosfato (P1(4,5)P2), su acumulacion lleva a su ensamblaje en una
estructura hexamérica que produce una evaginacion de la membrana. Los peplémeros son
protuberancias formadas a partir de la proteina gpl60, la cual es sintetizada en reticulo
endopldsmico, transportada por aparato de Golgi y eventualmente a la membrana plasmatica,
punto en el cual habra sufrido extensas modificaciones postraduccionales que incluyen la
trimerizacion de las proteinas, una glicosilacion extensiva y el procesamiento proteolitico de furinas
celulares (o proteasas tipo furina) que formaran la forma madura de la proteina, compuesta por la
subunidad gp120 de superficie, y la s.u. gp4l transmembranal. Actualmente se desconoce el
proceso exacto por el cual los peplémeros son reclutados a la MP, sin embargo, se sabe que se
pueden encontrar de 4 a 30 espiculas por virion. Posteriormente, dos copias de RNA viral son
exportadas a la cara citopldsmica de la MP, donde la regién sefial de empacamiento del RNA
interactia con dedos de zinc de la nucleocapside, permitiendo asi empaquetar dos copias del
genoma por viridn. Finalmente, los nuevos viriones que se han estructurado en las evaginaciones
de la membrana son liberados por accién de la maquinaria endosomal de clasificacién requerida por
el transporte en su forma inmadura y poco tiempo después la activacién autocatalitica de la PR lleva
al procesamiento de las poliproteinas Gag y GagPol para generar viriones maduros (Darlix et al.,
2014).



Historia natural de la infeccion

Poco después del establecimiento de una infeccién productiva el individuo entra en la fase aguda
de la infeccién, con una duracion promedio de 6 semanas. A partir de la 32 semana los pacientes
desarrollan anticuerpos detectables contra el HIV-1, a este proceso se le llama seroconversion.
Alrededor del 50% de los pacientes infectados presentan sintomas con un cuadro clinico similarala
gripe comun (dolor de cabeza, fiebre, mialgia, diarrea) con sintomas que se resuelven dentro de un
mes. Después de la seroconversion, los niveles de RNA viral en plasma bajan y la cuenta de células
T CD4 se recupera (parcialmente, nunca regresa a niveles pre-seroconversion) a niveles entre 350 —
800 células/ pL. Esta etapa suele ser asintomatica con la cuenta de células T CD4 decreciendo
lentamente con el tiempo a lo largo de un periodo de 6 a 8 afios. Existe un pequefio grupo de
pacientes (estimado a 1 en 500) cuya carga viral/ cuenta de T CD4+ no progresa con el tiempo o lo
hace de forma muy lenta, se les conoce como “controladores de élite” y poseen mutaciones
genéticas -generalmente en los correceptores de entrada del virus- o son capaces de desarrollar
anticuerpos altamente neutralizantes (bnAbs) que permiten mantener la reproduccion viral
controlada. Cuando la infeccién ha progresado al punto en el que la cuenta de células T CD4+ es
<200/ pL, el huésped se vuelve vulnerable a infecciones oportunistas y se le declara en Sindrome de
Inmunodeficiencia. Entre las enfermedades mas comunes se encuentran la tuberculosis (por
Mycobacterium tuberculosis), candidiasis cronica, Sarcomas de Kaposi (asociados a la infeccion por
herpesvirus 8) e infeccién por Citomegalovirus y Rotavirus (O'Cofaigh & Lewthwaite). Usualmente
los anticuerpos altamente neutralizantes (grupo VRC01) toman de meses a afios para aparecer en
un curso de infeccién regular, y sélo aproximadamente el 25% de los pacientes HIV+ desarrollan una
respuesta de bnAbs después de dos o mas afios de infeccidn crdnica. Estos anticuerpos presentan
regiones variables altamente mutadas, sugiriendo que las células B que los producen pasaron por
multiples rondas de hipermutacion somatica en centros germinales en respuesta a una exposicion
persistente a antigenos de HIV (Cobey et al., 2015).

Estrategias de escape inmune del HIV

Durante el transcurso de la infeccion, el virus despliega una serie de mecanismos que le permiten
escapar a los mecanismos de inmunidad innata y humoral, posibilitdndole replicarse y diversificarse
dentro del huésped. Las proteinas accesorias del HIV (Vpu y Vpr) se encargan de suprimir las
respuestas del huésped a los procesos de integracion del cDNA viral, de la liberacién de viriones
acumulados en la membrana plasmatica (mediado por teterina), y del arresto del ciclo celular en
células de la inmunidad innata (Cohen, 2014; Lahaye & Manel, 2015). Aunado a esto, la alta tasa de
mutacion del virus le confiere la capacidad de evadir las respuestas celular adaptativa y humoral. En
ambos casos, las mutaciones de escape se dan debido a la presién de seleccidn ejercida sobre el
virus, en uno por las células T CD8+ especificas para el virus, y en el segundo por los anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra Env que la mayoria de los pacientes seropositivos generan en el
transcurso de la infeccion. Tras la infeccidn, el virus transmitido / fundador es capaz de revertir las
mutaciones generadas en el huésped previo y que tienen un costo de capacidad replicativa en la
replicacion en el nuevo huésped. Las primeras variantes de escape viral pueden reemplazar al virus
fundador en cuestion de dias mediante sustituciones en epitopos inmunodominantes reconocidos
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por el TCR. De la misma forma, la respuesta humoral autéloga que se desarrolla después de los 2
afos de infeccion crénica en muchos pacientes falla en controlar la replicacion viral porque los
anticuerpos estdn dirigidos contra las asas variables de Env, lo cual permite un alto nivel de variacién
en la secuencia sin impedir la capacidad de la replicacién viral (Bunnik et al., 2010; Ladell et al.,
2013).

Perspectiva de tratamiento actual

Desde 1987, aio de aprobacién del primer anti-retroviral Zidovudine (AZT), mas de 25 drogas anti-
retrovirales en seis grupos de accién han sido aprobadas, siendo la terapia de |6n anti-retroviral
(cART, por sus siglas en inglés) el estandar de tratamiento para los pacientes seropositivos. La misma
consiste en dos inhibidores de la transcriptasa reversa (nucledsido / no nucledsido) y una tercera
droga de una clase distinta (Inhibidor de la proteasa, inhibidores de la Integrasa, inhibidores de
entrada/fusién). Usualmente, las tres drogas son incorporadas en un régimen de una sola tableta
(STRs) lo cual simplifica la adherencia del paciente al tratamiento y reduce la posibilidad de escape
viral por desarrollo de resistencia al tratamiento. La implementacion del cART ha permitido
extender la expectativa de vida de los pacientes seropositivos a niveles normales, e incluso ser usada
como alternativa de prevencién en esquemas profilacticos pre/post-exposicién (PREP / PEP). Sin
embargo, el uso de anti-retrovirales todavia enfrenta una cantidad de efectos secundarios
indeseables (toxicidad del sistema nervioso central, toxicidad gastrointestinal, sindrome de
lipodistrofia, y riesgo de eventos cardiovasculares elevado), asi como la falta de tolerabilidad a las
drogas y enfermedades secundarias asociadas al tiempo de inicio del tratamiento (pacientes que
empiezan el tratamiento con cuentas de CD4 <500/ uL tienen una mejor prognosis de recuperacion
inmunoldgica, sin embargo, en la practica esto no ocurre con frecuencia ya que la mayor parte de
los diagndsticos de HIV+ se hacen durante la infeccion tardia, cuando los pacientes tienen cuentas
de CD4 >250 - 300), y elevados costos para el paciente y los sistemas de salud publica encargadas
de estos (Group, 2015; Zolopa, 2010).

El principal contratiempo en el desarrollo de una cura ha sido el establecimiento de reservorios
virales temprano en la infeccidn en células T CD4 de memoria, las cuales son altamente estables de
forma intrinseca y proliferan de forma homeostatica periédicamente, ademas de la inadecuada
penetracion de las drogas anti-retrovirales en diversos tejidos (p. ej. el cerebro) lo cual genera sitios
“santuario” en donde se puede llevar a cabo la replicacién viral de bajo nivel a pesar del tratamiento
de combinacion (cART). Se ha observado que la vida media de las células T CD4 de memoria es de
1-12 meses en células sin infectar, sin embargo, como reservorio viral presentan un tiempo de vida
de hasta 44 meses. El segundo tipo celular que actia como reservorio son las células dendriticas
foliculares, las cuales si bien no son sensibles a la infeccidn por el virus mantienen reservas del virus
en su superficie -alin en presencia de anticuerpos neutralizantes- y tienen una vida media estimada
de 39 meses. A este tipo celular se le atribuye la viremia de bajo grado que se observa durante el
tratamiento de combinacién (Kandathil et al., 2016). La persistencia de reservorios virales en el

I “" |II

cuerpo lleva al “rebote viral” (las copias de HIV RNA vuelven a elevarse en plasma, la cuenta de
células CD4+ cae de nuevo) al descontinuar el tratamiento anti-retroviral, lo cual obliga a los

pacientes a mantener el tratamiento de por vida. Actualmente se reconocen dos aproximaciones
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hacia una cura del HIV. La primera, la “cura esterilizante”, basada en la eliminacién de todos los
rastros de HIV en un individuo infectado y la consecuente remisidén viroldgica permanente. La
segunda, basada en la “remisidn viroldgica sostenida”, en la cual el paciente es capaz de controlar
la replicacion viral después de la suspension del tratamiento de combinacion. Ambas perspectivas
son alcanzables dentro del contexto de una vacuna que ofrezca proteccion esterilizante (es decir,
eliminacion del virus antes de la primera ronda de replicacidon) o en forma terapéutica, como
antigeno que estimule la generacidn de respuestas celulares citotdxicas que eliminen las células
infectadas y estimulen la generacidn de anticuerpos ampliamente neutralizantes (bnAbs) que sean
capaces de inactivar la diversidad viral dentro del huésped (Cihlar & Fordyce, 2016; Williams, 2013).

Las vacunas y HIV, una perspectiva histérica

Se pueden identificar tres “oleadas” sobrelapantes en los paradigmas de la vacunologia de HIV,
comenzando en 1988: 1) induccion de anticuerpos neutralizantes; 2) induccion de respuestas de
tipo citotoxico (CTL — CD8); y 3) combinacidn de distintas respuestas inmunes.

Los primeros esfuerzos consistieron en el uso de formas recombinantes de la proteina Env (gp120y
gp160) expresadas en células de insecto mediante sistemas de baculovirus, levaduras y lineas
celulares de mamifero. Estas pruebas demostraron que las moléculas nativas glicosiladas son
inmunogénicas y capaces de inducir nAbs, inducir respuestas de tipo CD4+, pero resultan inefectivas
para generar respuestas CD8+ CTL.

Posteriormente se desarrollaron estrategias de inmunizacidn basadas en la inmunizacidn secuencial
con vectores virales recombinantes vivos y la proteina del envoltorio (Env). Esta clase de regimenes
mostraron la capacidad de incrementar la induccidon de anticuerpos neutralizantes, ademas de
generar respuestas de tipo citotdxico.

El vector que fue usado con mayor frecuencia esta basado en el virus de la viruela de canarios,
incapaz de replicarse en células de mamiferos, intentando solucionar el problema de la seguridad
de administrar una vacuna terapéutica en poblaciones inmunosuprimidas. Ademas, consistid en las
primeras pruebas clinicas en usar vectores que expresan multiples genes de HIV (Env, gp120, gag,
proteasa viral), aunque su baja efectividad se atribuyd al uso de proteinas del clado B en una
poblacién donde los clados circulantes son Ay D.

En 1990 fue identificado el “Principal Neutralizing Determinant — determinante neutralizante

|II

principal” y fue mapeado a la tercera asa hipervariable de gp120, donde la inmunizacién de

conejillos de india con péptidos de V3 inducia nAbs contra HIV.

En 1993 se prueba la primera vacuna multiepitopica en China, consistiendo en una construccion
octamérica de V3 que fue capaz de inducir nAbs cepa — especificos.

Para 1994 las pruebas clinicas de fase | y Il de dos productos basados en la gp120 prepararon el
terreno para las primeras pruebas internacionales de fase Ill en humanos. En 1998 comenzaron las
pruebas de las formulaciones VAX003 y VAX004 (preparaciones bivalentes de los clados B/E y B/B,
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que fueron probadas en Bangkok, Tailandia y Norteamérica, respectivamente) en poblaciones de
riesgo (usuarios de drogas intravenosas y hombres que tienen sexo con hombres). En 2003 al
término del experimento no se observé proteccidn contra la infeccién por HIV-1 (Esparza, 2013).

En septiembre del mismo afio, comenzé la que seria la prueba clinica con mayor éxito hasta ahora,
conocida como “Thai Trial” o RV144, en el estudio estuvieron involucrados mds de 16,000 pacientes
de 18 - 30 afios, y consistié en un régimen de inmunizacién secuencial con virus de la viruela de
canarios (ALVAC) reforzado con la gp120 recombinante AIDSVAX (clados) B/E (ambas formulaciones
usadas en pruebas clinicas independientes, con resultados negativos). Sorpresivamente, se
encontré que la vacuna confirié un nivel de proteccién del 60% tras un periodo de 12 meses, que
disminuye progresivamente hasta 31.2% tras 3.5 afios, por lo cual fue considerado un fallo (Rerks-
Ngarm et al., 2009).

Las vacunas basadas en DNA han sido poco exitosas en generar respuestas protectoras en humanos.
Desde 2001 se han registrado 11 pruebas clinicas de fase |, sin embargo, las respuestas generadas
fueron muy bajas, a pesar de las distintas vias de administracidén. La prueba clinica mas reciente
(HVTN 505) en 2009 explord una estrategia de inmunizacion basada en una primera inmunizacion
con varios genes de HIV (gag, pol, nef) y un refuerzo basado en adenovirus (Ad5) que incorporaba
las proteinas gag, pol y env de los clados Ay B. En 2013 la prueba fue suspendida tras un analisis de
efectividad que reveld una falta de proteccion en los participantes (Esparza, 2013).

Las vacunas hoy, ¢éQué hemos aprendido?

A pesar del modesto éxito del estudio, las muestras generadas durante este permitieron conocer
aspectos importantes sobre la biologia del HIV y el reto que supondria encontrar una vacuna. Por
ejemplo, a partir del suero de las personas que no se infectaron (se protegieron) se establecieron
multiples correlaciones de proteccion (es decir, factores necesarios para la proteccién):

) Reconocimiento y especificidad de las Inmunoglobulinas A/G a las asas V1/V2 y V3 de

gp120;

) Magnitud de la proliferacién de células T CD4+ y CD8+ especificas hacia Env;

) Respuesta de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA).
Ademas, se resalta la importancia de desarrollar anticuerpos contra Env — a pesar de no ser
neutralizantes- ya que la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos parece tener un rol en el
control prolongado de la viremia en pacientes que no progresan a SIDA (Corey et al., 2015) y el
hecho de que los anticuerpos neutralizantes generados por los pacientes de la prueba RV 144
(dirigidos contra el asa V3 de la gp120) sélo eran capaces de neutralizar cepas del virus de nivel 3,
es decir con baja resistencia a la neutralizacidn, sugiriendo que una respuesta de anticuerpos
neutralizantes robusta no es suficiente para conferir proteccion contra la infeccién (Kim et al., 2015).
Estudios adicionales mostraron laimportancia de dirigir la respuesta inmune por medio de antigenos
adecuados. La proteccién conferida por los Ab anti-V1V2 fue dirigida hacia regiones conservadas; en
el curso de la infeccion normal por HIV-1 los individuos presentan una baja frecuencia de Ab contra
V2 (50%) y una alta frecuencia de Ab contra V3 (95%)(Haynes et al., 2012). A pesar de que los
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anticuerpos contra el asa V3 también estdn correlacionados con un menor riesgo de infeccién, su
efecto protector en estos pacientes se vio bloqueado por el desarrollo de anticuerpos de tipo IgA
dirigidos a la regién C1 de Env, que se sabe pueden impedir la funcién efectora de los Ab de clase
IgG (Kim et al., 2015).

Proteinas multiepitdpicas

La baja eficacia de las formulaciones tradicionales (virus inactivado, la proteina Env en su forma
soluble o dentro de vectores virales recombinantes) para proteger ha llevado al disefio racional de
inmundgenos que sean capaces de generar respuestas hacia epitopos de relevancia bioldgica (sitios
conservados que son reconocidos por anticuerpos neutralizantes o células citotdxicas activadas). De
esta forma, en nuestro grupo de trabajo se han explorado los péptidos y proteinas multiepitdpicas
como modelos de antigenos y se ha demostrado su antigenicidad e inmunogenicidad. Los epitopos
seleccionados para estas construcciones estan altamente conservados ya que el virus pierde su
capacidad infecciosa si presenta mutaciones en estas regiones, ademas de incluir epitopos de las
regiones de C4, V3, V2 y V1 de gp120, y regiones de gp41, descritas como sitio de reconocimiento
en el HIV-1 por anticuerpos con capacidad de neutralizar diversos aislados del virus.

Inicialmente, el péptido rC4V3 fue producido de forma recombinante en E. coli, es reconocido por
sueros de pacientes seropositivos (indicando que la estructura y capacidad de reconocimiento
inmune de los epitopos se conservd), y al ser administrado por via intranasal generd respuestas IgG
e IgA especificas a nivel sistémico y mucosal (epitelio vaginal e intestino grueso) e indujo la
proliferacién de células T CD4+, incluso sin el uso de adyuvantes. Sin embargo, la construccion fue
incapaz de generar una respuesta de linfocitos citotdxicos significativa (Varona-Santos et al., 2006).
La construccién rC4V3 también fue expresada con éxito en cloroplastos de plantas de tabaco como
concepto de vacuna oral, y administrado a ratones generd respuestas humorales y celulares HIV —
especificas a nivel sistémico y mucosal-, sin embargo, tampoco indujo la proliferacién de células
CD8+ especificas (Rubio-Infante et al., 2012). Posteriormente, la construccion fue ampliada
incluyendo cinco copias del gen del asa V3 provenientes de distintas cepas virales (CC, RF, MN, RU
e IlIB), generando una proteina de 23 kDa que mantuvo la capacidad de ser reconocida por sueros
de pacientes seropositivos. La construccion también fue expresada en cloroplastos de tabaco y
lechuga, y se encontré que mantenian su antigenicidad (Govea-Alonso et al., 2013).

Subsecuentemente, la construccidn fue redisefiada incluyendo mas epitopos de anticuerpos
neutralizantes y uno de células Th, para un total de 8 epitopos (algunos de los cuales incluian
multiples copias correspondientes a distintas cepas virales) en una construccién de 32 kDa que fue
expresada de forma recombinante en E. coli y cloroplastos de tabaco denominada “Multi-HIV”. La
antigenicidad de la proteina fue confirmada por western blot usando sueros de pacientes
seropositivos, y al ser administrada de forma oral a ratones BALB/c generd respuestas especificas
humorales y celulares, como proliferacidn de linfocitos CD4+ y CD8+ productoras de IFNy (Rosales-
Mendoza et al., 2014; Rubio-Infante et al., 2015).

La proteina Multi-HIV comprende los siguientes epitopos: la secuencia KQIINMWQEVGKAMYA (C4)
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derivada del cuarto dominio conservado de gp120, que funciona como epitopo de linfocitos T
cooperadores y citotéxicos, y cuya configuracidn se ha asociado con propiedades adyuvantes
(Graham et al., 2010; Patterson et al., 2001); RPNNNTRKSIHIGPGRAFYATE, secuencia consenso del
determinante antigénico neutralizante del asa V3 y que induce anticuerpos neutralizantes hacia el
30% de aislados primarios (B. F. Haynes et al., 2006); El epitopo conservado VD20 de gp41l
GIKQLQARVLAVERY es un epitopo de Th que induce respuestas especificas hacia la envoltura de
larga duracion y puede ser presentado de forma promiscua por HLA de los alelos DR/DQ (Kent et
al., 1997; Malhotra et al., 2003); Incluimos la secuencia NWFDITNWLWKKKK de gp41 entre los
epitopos del asa V3 y el epitopo MWQEVGKAMYAPPIEG de gpl20, que es la secuencia
correspondiente al sitio de unidn a CD4 localizada en el asa b20-b21, esta regidn es reconocida por
anticuerpos como 4E10 que es capaz de neutralizar 98% de 108 aislados de HIV1 sin presentar
autorreactividad (Kelker et al., 2010; Kwong et al., 1998); También incluimos epitopos de gp41 como
6 variantes del epitopo ELDKWA ubicado en una regidn altamente conservada y reconocida por
anticuerpos con amplia capacidad neutralizante. Por ejemplo, las secuencias EQELLELDKWAS y
LWNWFDITNWLWK son reconocidas respectivamente por los anticuerpos 2F5 y 4E10 que
neutralizan varias cepas de HIV (Broliden et al., 1992). La importancia de esta regidn es apoyada por
la habilidad anticuerpos anti ELDKWA de bloquear la transmisién viral in vivo, y ha sido evaluada por
inmunizacion pasiva en macacos. Sin embargo, el epitopo lineal ELDKWA es considerado poco
inmunogénico, por lo tanto, es importante notar que en estudios previos de nuestro grupo de
trabajo inmunizando via oral con la proteina Multi-HIV expresada en tabaco, logramos inducir
respuestas significativas de anticuerpos hacia dicho epitopo (Rubio-Infante et al., 2015). La
secuencia RSVNFTDNAKTII gp120 (aa 277-289) de V2 que ha sido identificada como blanco del
anticuerpo b12 que tiene amplia capacidad neutralizante (Geretti et al.,, 1994). La secuencia
STSIRGKYV correspondiente a un epitopo de las asas V1/V2 de gp120 (aa 162—-169) se incorporo en
repeticiones en tdndem para incrementar la inmunogenicidad, esta secuencia induce anticuerpos
con neutralizacién potente hacia varios aislados la prediccion sugiere que se une HLA-DR de forma
promiscua (Gaudebout et al., 1997; Geretti et al., 1994; Warrier et al., 1994).

En el presente estudio se buscd no sélo incrementar el potencial inmunogénico de la construccion
Multi-HIV, si no también simplificar el método de produccion y entrega de la construccion, ya que
los sistemas de expresidn previos en E. coli y plantas de tabaco han sido poco eficientes en sus
niveles de expresién correspondientes, y la via de inmunizacidon mucosal puede ser optimizada si se
cuenta con inmundgenos altamente puros.

La ampliacién de los epitopos seleccionados en la construccidn hizo de su expresién en sistemas
recombinantes un reto, ademas de que la administracion oral de antigenos presenta diversos
desafios, por lo cual en el presente trabajo se buscé incrementar el potencial inmunogénico de la
construcciéon Multi-HIV y simplificar el método de produccién y entrega de antigeno. Para este fin,
recurrimos al modelo de acarreador de la proteina VP2 del parvovirus humano B19. Se ha reportado
gue las VLPs de VP2 pueden expresarse en altas concentraciones (hasta 70 mg/L cultivo de proteina
solubilizada) en un sistema de expresion en E. coli, la cual es purificada bajo condiciones
desnaturalizantes mediante un tag de afinidad polyH (HHHHHH) y posteriormente es dializada
contra PBS para remover el agente desnaturalizante, lo cual provoca el ensamblaje espontaneo de
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las proteinas en cdapsides funcionales, las cuales poseen una alta estabilidad bajo diversas
condiciones de temperatura (hasta 80° C) y pH, ademas de ser capaces de encapsular DNA vy
proteinas pequefias en su nucleo (Sandra Paola Sanchez-Rodriguez et al., 2015; Sandra P. Sanchez-
Rodriguez et al., 2012). También se ha probado como modelo de acarreador expresando epitopos
unidos a asas de superficie, o al extremo N-terminal de la proteina de tal forma que al ensamblarse
estos queden expuestos en la cara exterior de las VLPs. Estas, al ser caracterizadas, resultaron ser
mas estables que sus contrapartes compuestas Unicamente de VP2 nativa (mayor resistencia a la
agregacion y temperatura). Al ser usados como antigenos, las capsides de VP2 nativa son capaces
de inducir respuestas humorales y celulares especificas, sin embargo, el disefio quimérico
implementado no generd respuestas significativas hacia la region insertada (2 epitopos del virus
sincitial respiratorio), lo cual podria ser atribuido a una seleccién pobre de epitopos inmunogénicos

o el propio esquema de inmunizacion (del Carmen Moran-Garcia et al., 2016; Santillan-Uribe et al.,

2015).

En el presente proyecto se disefiaron dos construcciones multiepitdpicas basandose en los epitopos
de la construccidn “Multi-HIV”, y se agregd un nuevo epitopo neutralizante recientemente descrito,
el 10E8, cuyo anticuerpo es capaz de neutralizar el 98% de 108 aislados virales distintos, y ademas
carece de autorreactividad (NIAID, 2015), por lo cual resulta atractivo para incluir en el disefio. En
el presente estudio se examind la capacidad de estas quimeras de expresarse en altas
concentraciones, la optimizacidn del sistema de purificaciéon, y la caracterizacién de las cédpsides
generadas.
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Justificacion

El uso de antigenos convencionales como vacunas (virus atenuado, subunidades virales, vectores
virales replicantes) han sido poco efectivos para generar las respuestas protectoras necesarias
contra el HIV-1, por lo cual se proponen las construcciones multiepitépicas acopladas al acarreador
VP2 como modelos de antigenos capaces de estimular respuestas humorales y celulares
protectoras.

Objetivo

Disefiar, producir y purificar dos construcciones multiepitdpicas para HIV-1 basadas en el acarreador
B19 VP2, para probarlas como candidatos a vacunas contra el HIV-1.

Objetivos particulares
Optimizar las condiciones de expresién de las proteinas quiméricas.
Establecer las condiciones de purificacion para cada construccion.

Caracterizar los requerimientos de ensamblaje y las VLPs generadas.

Hipdtesis

El disefio de las construcciones multiepitépicas con el acarreador VP2 mejorara su produccion de
forma recombinante y mantendrd o mejorard su inmunogenicidad.
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Estrategia experimental

VP2 de tipo nativa

Expresidn, purificacién y ensamblaje como
estandarizado por Sa dri etal. 2015

Obtencién de sueros hiperinmunes:
izado durante 3 i6
y obtencidn de sueros

Conejo i de la oreja

Quimeras

MHIV-B

Disefio de las construcciones MHIV-A y MHIV-B,
sintesis quimica por la compaiiia Epoch Life Science

MHIV-A

PCR-TD de la quimera,
vector de clonacién plet1.2

A4

Subclonacién en el vector de expresién
PET 22b(+); caracterizacién por digesitén
enzimatica

de las pi quiméricas por sueros
hiperinmunes anti-VP2 nativa

PCR-TD de la quimera, digestién del amplicén
e insercién directa en el vector de
expresion pET22b(+); caracterizacion
por digestion enzimatica

Transformacion de los vectores
en E. coli cepa BL21(DE3)

Doble Seleccién de colonias; optimizacién
de las condiciones de expresion (T°,
IPTG, tiempo)

v

Optimizacién de las condiciones de
solubilizacién y purificacion

v

Ensamblaje de VLPs y caracterizacion
de las capsides generadas
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Metodologia

Disefio de las construcciones

Se seleccionaron varios epitopos del HIV para incluir en las proteinas VP2 quiméricas, el criterio de

seleccidn se basé en la capacidad de inducir respuestas de anticuerpos neutralizantes, o por ser los

sitios de reconocimiento de anticuerpos neutralizantes hacia el HIV, se incluyd también el epitopo

C4. En la tabla se describen las caracteristicas y secuencias de aminodcidos de los epitopos

seleccionados.

MAb ID

Epitopo

Caracteristicas

Localizacién en HXB2

11A8

MWQEVGKAMYAPPIEG

El Ab aislado la
neutralizacién de la
cepa viral SF162
(dificil de
neutralizar),
produccion del mAb
11A8

gpl60 (426-441)
gp120(426-441)

T1

KQIINMWQEVGKAMYA

C4 —T helper

Estimula células Th,
CTL, B.

Genera una respuesta
protectora contra
reto con SIV en
modelos de
chimpancé por CTLs.

gp160 (421-436)
gp120(421-436)

CBV3

RPNNNTRKSIHIGPGRAFYATE

V3 B/CTL epitope

Secuencia consenso
del asa V3, el Ab
demuestra
neutralizaciéon de 31
de cepas virales,
limitado al subtipo B.

gp160 (297-321)
gp120(297-321)

VD20

GIKQLQARVLAVERY

Epitopo de Th. Se
predice promiscuidad
de HLA para los
alelos DR/DQ.

gp160 (572-586)
gp41(61-75)

2F5

ELDKWA

Suscita una respuesta
IgA especifica.
Reporta alta
inmunogenicidad
usada como vacuna
epitopica.

gp160 (662-667)
apd1(151-156)

4E10

NWFDITNWLWKKKK

Induce respuesta de
los bnAbs 4E10, 2F5,
Z13,1gG1b12.

C108G

STSIRGKV

Induce C108G, el
anticuerpo anti-V2
mads potente.
Neutraliza las cepas
BaL y HXB2

gpl60 (162—
169) gpl120(162-
169)
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E5 RSVNFTDNAKTII Reconocido por el gp160 (273 -285)

bnAb b12.
10E8 NWFDISNWLWYIK Asociado al MAb gpl160 (671-683)
10E8, es capaz de gp41(160-172) DNA

neutralizar el 98% de (8235..8273)
108 cepas de HIV-1.
Ab sin
autoreactividad.
Tabla 1.- Epitopos seleccionados para las construcciones quiméricas MHIV-A y MHIV-B, denotando las
caracteristicas y localizacion gendmica de cada uno.

Debido a las restricciones en nimero de aminoacidos que se pueden insertar en el extremo N-
terminal de la VP2, se disefiaron dos construcciones quiméricas denominadas “MHIV-A” y “MHIV-
B”. Los epitopos correspondientes a la regidn C4V3 (T1-CBV3) se incluyeron en ambas
construcciones (debido a la capacidad de esta region de conservar su antigenicidad e
inmunogenicidad al ser expresada de forma multiepitépica), en una en el extremo N terminal de la
guimera, mientras que en la segunda se encuentra adyacente a la proteina VP2; el resto de los
epitopos se dividieron en dos de forma que una construccién agrupa los epitopos de la respuesta
humoral y la segunda los epitopos de bnAbs, y se unieron por linkers flexibles ricos en glicina.

El orden de los epitopos en las quimeras MHIV-A y MHIV-B se indica en la figura

10E8 || VD20 || 2F5

Quimera “MHIV-A”

GPRAF||C108G|| E5

Quimera “MHIV-B”

Ambas construcciones fueron sintetizadas quimicamente por la compafiia Epoch LifeScience y
enviadas dentro del vector de clonacién pBlueScript I+ (pBSK), flanqueado por los sitios de
restriccion Xbal y Xhol, sin embargo, este no es un vector apropiado para la expresion de alto nivel
de proteinas recombinantes, por lo que se procedié a subclonar los fragmentos de las quimeras
MHIV-A-VP2 y MHIV-B-VP2 en el vector de expresion pET22b+.

Amplificacién de las quimeras MHIV-VP2

Para amplificar las construcciones se usd la polimerasa de alta fidelidad Pfu, la cual posee actividad
de correccién de errores por lo que posee una tasa de error mas baja y ademas genera amplicones
con extremos romos (que permiten dirigirlos al vector de clonacidn). Para la construccion MHIV-A-
VP2 se usaron los primers Forward: GGAGATATACATATGGGCCTGGTAAAACAGATC y Reverse:
CGCAAGCTTGAATTCAGTATTAGTGGTGATGGTGGTGATG, mientras que para la construccion MHIV-
B-VP2 se usaron los primers Forward: GGAGATATACATATGTGGCAAGAAGTTGGCA y Reverse:
CGCAAGCTTGAATTCAGTATTAGTGATGATGGTGGTGGTG. Ambos pares de primers poseen una
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Tm = 60° C, pero se optd por emplear la metodologia de PCR-Touchdown (PCR-TD) para remover las
bandas inespecificas generadas durante la amplificacién normal. Este consiste en usar un gradiente
de temperatura para generar amplicones con mayor afinidad. Los primeros 15 ciclos de la PCR-TD
comienzan a 61° C con una reduccién de 0.2° C cada ciclo, y los 12 ciclos remanentes se realizan a
55° C, de esta forma asegurando una alta especificidad y tasa de amplificacion.

Clonacién de la quimera MHIV-B en el vector de expresion pET22b+

A partir del inserto amplificado de la construccion MHIV-B-VP2 se utilizé el kit de clonacidn
Clonelet, el cual consiste en el vector linearizado pJET 1.2 con extremos romos a ambos lados del
sitio multiple de clonacién. Este paso se llevé a cabo para complementar los sitios de restriccion que
flanqueaban la construccion “MHIV-B” y poder dirigirla al vector pET22b+. La introduccion del
inserto se llevo a cabo segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, para la ligacion se usaron
50 ng (1 uL) del vector pJET1.2/blunt, 1uL de PCR (aproximadamente 500 ng de inserto) y 1uL de
ligasa T4 (5U), incubados durante una hora a 22° C y el producto de la ligacién usado para
transformar bacterias E. coli genotipo quimicamente competentes, generando la construccién
Clonelet-MHIV-B. La comprobacion de la identidad de la clonacion fue efectuada mediante cortes
las enzimas de restriccion incorporadas al inserto.

La subsecuente clonacidn de la quimera en el vector de expresion pET22b+ se llevé a cabo a partir
del vector Clonelet-MHIV-B. La quimera y el vector de expresion fueron cortados con las enzimas
de restriccidon Ndel y EcoRl (los cortes se realizaron de manera simultanea con 1 U (0.25 pL) de cada
enzima en 4x Buffer Tango de Thermo Fisher Scientific, el cual posibilita la doble restriccién de DNA
sin pérdida de actividad) durante 2 horas a 37° C e inactivadas a 65° C durante 20 minutos, corridas
en un gel de 1% agarosa, la banda correspondiente al peso cortada y recuperada mediante el kit
Genelet Gel Purification de Thermo Fisher (que permite extraer DNA embebido en agarosa). Para la
clonacién se usaron 100 ng de vector cortado, y una proporcién 1 a 3 de inserto (121 ng); se usaron
5U (1 pL) de ligasa T4 y se incubd la reaccién durante 18 h a 22° C. El total del volumen de la ligacién
se uso6 para transformar E. coli genotipo DH5a quimicamente competentes.

Clonacién de la quimera MHIV-A en el vector de expresion pET22b+

Para la subclonacion de la quimera MHIV-A se cortaron 500 ng del amplicon MHIV-A y vector
pET22b+ con las enzimas Ndel y EcoRlI, usando 1U (0.25uL) de cada una e incubando durante 2 h a
37° C e inactivadas a 65° C por 20 minutos. Los fragmentos cortados fueron corridos en un gel de
agarosa 1% y purificados con el kit Genelet Gel Purification. Para la clonacidn se emplearon 20 ng
del vector pET22b+ y una proporcién 1:3 del vector a inserto (148 ng), incubados a 22° C durante 18
h con 5U (1 pL) de ligasa T4. El total del volumen de la ligacién fue usado para transformar E. coli
DH5a.

Generacion de bacterias competentes

Se generaron bacterias E. coli competentes de las cepas de clonacidn DH5a y la cepa de expresion
BL21(DE3). Un cultivo de 200mL de cada cepa es crecido en medio LB durante 90 mina 37° Cen una
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incubadora orbital a 220 rpm, las bacterias empastilladas a 4,500 rpm por 15 min en una centrifuga
Zetich, el sedimento lavado con cloruro de magnesio 0.1M (MgCl,) una vez y una vez con cloruro de
calcio 0.1M (CaCl,). Tras los lavados, las bacterias son incubadas en hielo durante una hora,
centrifugadas y resuspendidas en 2 mL de CaCl, 0.1 M fresco, alicuotadas en volimenes de 50 uL
y congeladas a -70° C inmediatamente.

Separacion de proteinas por electroforesis (SDS-PAGE)

La electroforesis hace uso de una matriz de poliacrilamida para separar mezclas complejas de
proteinas, las cuales migran en respuesta a un campo eléctrico a través de los poros de la matriz,
separandose por tamafo. El dodecilsulfato sédico (SDS) es usado para generar condiciones
desnaturalizantes para las proteinas, que tienden a auto-ensamblarse y agregarse en reguladores
libres de agentes desnaturalizantes. La preparacion de los geles al 10% se llevd a cabo segun
(Gallagher, 2008).

Western blot: reconocimiento de proteinas por anticuerpos

La metodologia de western blot consiste en la transferencia de proteinas separadas por SDS-PAGE
a una matriz de nitrocelulosa, en donde la mezcla es puesta a interactuar con anticuerpos
especificos para detectar la presencia de las proteinas de interés. Segun el método de (Ni et al.,
2008), las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, bloqueadas con leche
durante 1 h e incubadas con el anticuerpo primario (suero de conejos inmunizados con VLPs de VP2
nativa) durante 16 h. Como anticuerpo secundario se usé el IRDye 680 anti-conejo de la compaiiia
Li-Cor, incubado durante una hora en dilucidn 1: 10,000. Para revelar la membrana se usé el equipo
de escaneo infrarrojo Odyssey CLx Imaging system.

Expresidn de proteinas recombinantes en E. coli y doble seleccidn de colonias

Una vez confirmadas las construcciones en el vector de expresidn, estas fueron transformadas en E.
coli con genotipo BL21(DE3) el cual contiene una copia del gen para la polimerasa T7, compatible
con el promotor T7 presente en el vector pET22b+. El método de doble seleccién de colonias se
realizd como descrito por (Sivashanmugam et al., 2009). Brevemente, se seleccionaron 5 colonias
transformantes con la proteina de interés y se inocularon en 2 mL de medio Luria-Broth (LB) con
100 pg/uL de Ampicilina, incubadas hasta O.D. 0.4 e inducidas con 0.2 mM IPTG. Los resultados de
la expresién confirmados por SDS-PAGE vy la colonia con el mayor nivel de expresion de la proteina
de interés era resembrada y el procedimiento repetido por segunda ocasién, lo cual permitié una
expresion consistente y de alto nivel para todas las proteinas. Para escalar el cultivoa 1 L, se prepara
un preinoculo en 5 mL de medio LB adicionado con 100 pg/uL de Amp de cada una de las
construcciones y son incubados por una noche a 37° C en una incubadora de agitacién orbital a 180
rpm. El preinoculo es adicionado al matraz con 1L de medio de cultivo (también con Amp 100ug/uL)
en una dilucidn 1:1000 e incubado a 37° C por aproximadamente 4 h o hasta alcanzar una densidad
Optica (0.D.) de 0.6-0.8 leido a 580-600nm, lo cual corresponde a la mitad de la fase exponencial de
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crecimiento de las bacterias y el momento en el que se agrega el Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) en una concentracién de 0.3 mM. Habiendo agregado el agente inductor
el cultivo se incuba por 24 h a 30° C (esto con el propdsito de aumentar la solubilidad de las proteinas
recombinantes).

Purificacion de cuerpos de inclusion de la proteina B19 VP2 WT

El cultivo celular fue cosechado por centrifugacién a 10,000 rpm por 20 min. El sedimento resultante
es resuspendido en 15mL de buffer de lisis (50mM NaH,P0,, 0.3M Urea, pH 6.3) colocado en bafio
de hielo y sometido a sonicacidn durante 30 min en pulsos de 5 s. El lisado es centrifugado a 8,000
rpm por 20 miny los cuerpos de inclusidn localizados en el sedimento son lavados una vez con buffer
de lisis, tres veces con buffer de lavado (50mM NaH,P0,4, 0.3M NaCl, 3M Urea, 2% Triton X-100) y
una vez con buffer de lavado adicionado con 2mM Ditiotreitol (DTT) para remover proteinas solubles
y contaminantes de membrana.

Finalmente, los cuerpos de inclusién son solubilizados en buffer de lavado adicionado con 2mM DTT
y 6M GuHCI durante 72 h en una incubadora orbital a 37° C a 180 rpm y la porcidn insoluble
removida por centrifugacion a 10,000 rpm por 30 min (Sandra P. Sdnchez-Rodriguez et al., 2012).

Purificacion de cuerpos de inclusién de las proteinas quiméricas MHIV-A y MHIV-B

Para las construcciones quiméricas el cultivo es cosechado por centrifugacién a 10,000 rpm por 20
min. El sedimento resultante es resuspendido en 10-15 mL de regulador de lisis, colocado en bafio
de hielo y sometido a sonicacién durante 15 minutos en pulsos de 5 segundos. El lisado es
centrifugado a 8,000 rpm por 20 min y los cuerpos de inclusion localizados en el sedimento son
lavados tres veces con buffer de lisis adicionado con 2% Tritén X-100 para remover la membrana
celular y la pastilla con los cuerpos de inclusién solubilizados en buffer de lisis adicionado con 6 M
GUHCl durante 24 h y la porcién insoluble removida por centrifugacién a 10,000 rpm por 30 min.

Purificacion de la proteina VP2 WT

Para la purificaciéon de la VP2 nativa por cromatografia de afinidad se usaron 5 mL de resina
empaquetada de cobalto HisPur de Thermo Fisher Scientific, la cual tiene una capacidad de unién
>10 mg/mL. La columna es equilibrada con 2 volimenes de columna de Buffer A (50 mM NaH;PO,,
0.3 M NaCl, 3 M GuHClI, pH 7.5), las proteinas solubilizadas son agregadas a la columna y se colecta
el volumen muerto (proteinas no unidas) para posterior analisis. Se pasan =7 volimenes de buffer
de lavado B (50 mM NaH,PQ4, 0.3 M NaCl, 3 M GuHClI, Imidazol 10 mM, pH 7.5) o hasta alcanzar una
O.D. cercana a 0 (leido a 280 nm), indicando la remocidn de las proteinas no especificas (sin tag
polyH). Finalmente, la proteina VP2 nativa es eluida de la columna usando buffer de elucién (50 mM
NaH,PQO4, 0.3 M NaCl, 3 M GuHCl, Imidazol 150 mM, pH 7.5) y monitoreando la presencia de la
fraccion de interés por SDS-PAGE y cuantificacion por reactivo de Bradford.
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Inmunizacion de conejo y obtencidn de sueros hiperinmunes anti-VP2 de tipo nativa

Para la obtencidon de sueros se inmunizé a un conejo una vez por semana durante tres semanas con
100 — 300 pg de VLPs de VP2 tipo nativa ensambladas. En la primera inmunizacién se hizo uso de
adyuvante completo de freund (volumen 1:1 con la muestra) y en las dos inmunizaciones
posteriores se usé adyuvante incompleto de freund. La obtencién de suero se realizé mediante
venopuncion de la oreja y centrifugacion de las muestras para sedimentar eritrocitos.

Purificacion de las quimeras MHIV-A y MHIV-B

Alternativamente para la purificacidon de las quimeras se usaron 5 mL de resina empaquetada de
niquel NiNTA de Thermo Fisher Scientific, con una capacidad de unién de 5-10 mg/mL. La columna
se equilibra con 2 volimenes de buffer de equilibrio/lavado (50mM NaH,P0O,, 0.3M NaCl, 4M Urea,
Imidazol 10 mM, pH 7.4), las quimeras solubilizadas se pasan por la columna a una tasa de flujo de
0.5 mL/miny las proteinas no unidas almacenadas para analizarlas por SDS-PAGE. Las proteinas no
especificas son removidas con =14 voliumenes de buffer de lavado hasta alcanzar una 0.D. a 280 nm
cercana a 0. Las quimeras son eluidas de la columna con buffer de elucién (50 mM NaH,P0O,, 0.3m
NaCl, 3 M GuHCI, 150 mM Imidazol, pH 7.5) y los frentes de elucién analizados por SDS-PAGE vy
cuantificados por reactivo de Bradford.

Ensamblaje de las VLPs de VP2 WT y quimeras MHIV-A y MHIV-B
Para el ensamblaje de las VLPs de VP2 tipo nativa se colocaron las proteinas purificadas en bolsas

de didlisis a una concentracién de 0.5 pg/uL en un volumen de 1.2 mL. Para las construcciones
quiméricas se probaron distintas aproximaciones de ensamblaje: 100% quimera, proporciones 1:1
quimera: VP2 WT, 1:3 quimera : VP2 WT y 1:1 quimera MHIV-A : MHIV-B. La concentracién de
ensamblaje de las proteinas quiméricas fue estandarizada a 0.1-0.2 pg/uL en un volumen de 500-
700 pL debido a problemas de agregamiento a mayores concentraciones. Las bolsas con las
construcciones se dializan contra 50 mL de PBS pH 7.4 filtrado por 0.22 um previamente, durante
24 h totales con cambios cada 8 h. Para la caracterizacidn de las VLPs se utilizé el equipo Zetasizer
de Malvern Instruments. Las VLPs ensambladas son filtradas por 0.22 um antes de la lectura y el
volumen ajustado con PBS pH 7.4 filtrado previamente.
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Fig. 2.- Expresion y purificacion de la proteina VP2 de tipo nativa. A) SDS-PAGE de la doble seleccién de colonias
de la B19 VP2 tipo nativa, antes de la induccion (carriles 2 y 5) y después de la induccidn (carriles 3 y 6).
Sefialado en rojo la banda correspondiente a la VP2 (60 kDa). B) Pasos sucesivos de purificacién de la proteina
VP2. Carril 1: MWM, carril 2: lisado pre-induccidn, carril 3: lisado post-induccidn, carril 4: VP2 solubilizado,
carril 5y 6: primer y Ultimo lavado, carril 7 y 8: eluciones.

La proteina B19 VP2 WT es expresada en altas concentraciones y purificada via cuerpos de
inclusion.

La proteina VP2 WT se expreso en altas concentraciones mediante el método de doble seleccion de
colonias, como seiiala la flecha roja en la figura 1A. Los cuerpos de inclusién fueron purificados del
lisado celular, solubilizados y purificados mediante cromatografia de afinidad por columna de
cobalto segun el método estandarizado por Sanchez Rodriguez et al. (2012). Brevemente, los
cuerpos de inclusion fueron aislados del paquete celular mediante lavados con buffer fosfatos y
buffer adicionado con urea, tritdn y DTT para remover proteinas contaminantes y remanentes de
membrana celular. La baja solubilidad de las proteinas VP2 WT permite obtener cuerpos de inclusidn
altamente puros, que posteriormente son solubilizados en un buffer con clorhidrato de guanidina
(GUHCI) con un rendimiento promedio de 63 mg de proteina recombinante por litro de cultivo,
cuantificado mediante reactivo de Bradford.
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Fig. 3.- Clonacién y doble seleccién de colonias de la quimera MHIV-B. A) Perfil de restriccion de los
pasos de clonacion de la quimera; carril 1: MWM, carril 2: vector pBSK cortado con las enzimas
Ndel-EcoRl, carril 3: PCR del gen MHIV-B, generado con la polimerasa Pfu, carril 4: vector de
clonacion Clonelet-B cortado con las enzimas Ndel-EcoRl, carriles 5 y 6: vector de expresion y
construccion quimerica pET22b-MHIV-B, ambos cortados con las enzimas Ndel-EcoRI. B) Seleccion
de transformantes positivos para la construccién MHIV-B C) Doble seleccion de colonias de dos
experimentos de transformacién independientes (panel izq. y der., respectivamente).

Para la clonaciéon de la quimera MHIV-B se amplifico el inserto con la polimerasa de alta fidelidad
Pfu, que genera extremos romos compatibles con el vector de clonacién Clonelet (kit de vector
linearizado con extremos romos en el MCS) ademas de agregar los sitios de restriccion Ndel y EcoRl
para dirigir la subclonacion al vector de expresiéon pET22b+. La construcciéon pET22b+ - MHIV-B fue
cortada con las mismas enzimas de restriccion generando dos bandas del peso esperado
correspondientes al vector pET22b+ (<5500 pb) e inserto (2200 pb). Las bacterias transformantes
fueron analizadas por induccién de IPTG y SDS-PAGE (Fig. B) mostrando una banda en el peso
esperado (81 kDa) en los carriles de lisado post-induccidn (3, 5, 7, 9). La cepa de expresion de E. coli
BL21(DE3) quimicamente compentente generada en el laboratorio resulté en una eficiencia de
transformacion baja, por lo cual la doble seleccién de colonias se llevd a cabo a partir de dos ensayos
de transformacién separados para asegurar una expresion de alto nivel consistente (Fig. C, sefialado
en flechas rojas paneles izq. y der.). Los cursos de induccion se realizaron con una concentracién de
0.3mM de IPTG a 309C durante 24 h.
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Fig. 4.- Estandarizacién de las condiciones de purificacién de la construccién quimérica MHIV-B. A)
SDS — PAGE del sobrenadante (carril 4) y sedimento (carril 5) solubilizados después de la lisis. B) SDS-
PAGE y Western blot de la purificacidn de la quimera usando el protocolo estandarizado para la VP2
WT. C) Condiciones de solubilizacion de los cuerpos de inclusion aislados. D) Western blot de las
proteinas VP2 WT (carriles izquierdos) y la quimera MHIV-B (carriles derechos).
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La proteina quimérica MHIV-B es procesada en cuerpos de inclusién con una solubilidad
incrementada, y es reconocida por los anticuerpos policlonales anti-VP2 generados en conejo

La solubilidad de la quimera MHIV-B fue determinada mediante la solubilizacidn del sobrenadante
y sedimento celular después de la lisis, mostrando asi que la proteina es procesada a cuerpos de
inclusion (Fig. A, carril 5). Al efectuar el protocolo de purificacién estandarizado para la proteina VP2
WT se observo que los cuerpos de inclusién formados por la quimera, tenian una solubilidad elevada
en comparacion al control WT ya que se solubilizaron al lavarse con buffer adicionado con urea (Fig.
B panel superior, carriles 6, 7 y 8). Asi mismo, en el Western blot se puede observar el
reconocimiento de los anticuerpos a las bandas enriquecidas en los mismos carriles (Fig. B panel
inferior).

A partir de esto, se optéd por lavar los cuerpos de inclusién con buffer de lisis sin agentes
desnaturalizantes y se realizd un curso de solubilizacion a 24 y 72 h. segun el protocolo
estandarizado de la VP2 WT, brevemente: los cuerpos de inclusién son obtenidos mediante la lisis
de las bacterias por sonicacidn, y los remanentes celulares removidos por centrifugacién vy
extensivos lavados con buffer de lisis (50 mM Na;HPO4, 0.3 M NaCl pH 7.4). Posteriormente, la
pastilla que contiene los cuerpos de inclusidn son solubilizados en buffer (50 mM Na,HPQO4, 0.3 M
NaCl 6 M GuHCI pH 7.4) durante un periodo de 24 o 72 h. El SDS-PAGE muestra que el tiempo
Optimo de solubilizacion es a las 24h. (Fig. C, carriles 4 y 5) sin lavados; sin embargo, esta
aproximacién genera cuerpos de inclusion solubilizados que contienen una alta proporcién de
contaminantes de membrana, lo cual dificulta su purificacién por cromatografia IMAC, por lo cual
para la purificacidon se emplearon cuerpos de inclusidn lavados con buffer de lisis. A pesar de una
perdida notoria de la proteina de interés, el rendimiento de expresion de las proteinas quiméricas
una vez purificadas es comparable con la VP2 WT (alrededor de 60 mg de proteina recombinante
por litro de cultivo). Finalmente, se probd el reconocimiento de la quimera MHIV-B por los
anticuerpos policlonales anti-VP2 generados en conejo por western blot (Fig D., panel derecho) y la
sefial detectada por la quimera MHIV-B (carriles derechos, recuadro rojo superior) indica que la
integridad estructural de la proteina se mantuvo durante la induccién y purificacién.
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Fig. 5.- La quimera MHIV-A es expresada en altos niveles después de la doble seleccion de colonias. A)
Subclonacién del gen MHIV-A. Carril 1: MWM, carril 2: pBSK linearizado por la enzima EcoRl, carril 3: PCR-TD
del gen MHIV-A, carril 4: vector de expresion pET22b+ cortado a ambos lados del MCS por las enzimas EcoRI
y Ndel, carril 5.- construccién quimérica pET22b — MHIV-A ligados por los extremos cohesivos Ndel — EcoRI.
B) Seleccidn positiva de colonias que expresan la construccion pET22b-MHIV-A; se muestra la pre-induccion
(carril 2) y post-induccion (carriles 3-8). C) Doble seleccidn de colonias; se muestran geles de la primera ronda
(panel izquierdo) y la segunda ronda (panel derecho).
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La quimera MHIV-A fue subclonada al vector de expresion pET22b+, y las colonias transformadas
seleccionadas para un alto nivel de expresion.

La construccion MHIV-A fue amplificada mediante PCR-TD a partir del vector pBSK MHIV-A, y
posteriormente ligado mediante extremos cohesivos (EcoRI - Ndel) al vector de expresién pET22b+.
El producto de la clonacidn fue confirmado por corte con enzimas de restriccion (EcoRl — Ndel)
produciendo dos bandas de los pesos esperados (vector pET22b+ =5400 pb, e inserto =2200 pb). Los
cursos de induccién se realizaron con una concentracion de 0.3 mM de IPTG durante 24 h. El andlisis
por SDS-PAGE mostré una alta eficiencia de transformacién en la cepa de E. coli BL21(DE3) (fig B),
mientras que el protocolo de doble seleccién de colonias obtuvo como resultado dos clonas con alta
expresion de la proteina quimérica MHIV-A (Fig. C, panel derecho).

1 2 3 45 6 78 9 10

Fig. 6.- A) Sobre-expresion y solubilizacién de la proteina MHIV-A; carril 1: MWM, carril 2: pre-induccidn, carril
3: lisado post-induccion, carriles 4-6: lavados de los cuerpos de inclusién con buffer de lisis, carril 7: cuerpos
de inclusidn solubilizados. B) Purificacidn por columna de afinidad de la proteina solubilizada; carril 1: MWM,
carril 2: cuerpos de inclusidn solubilizados, carril 3: proteina no unida a la columna, carril 4: ultimo lavado,
carril 5-9: elucion de la proteina de interés. C) Western blot de las proteinas B19 VP2 WT (carriles izquierdos)
y la quimera MHIV-A (carriles derechos), sefialado en el recuadro rojo los cuerpos de inclusién solubilizados
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(izq.) y la proteina purificada (der.).

La proteina quimérica MHIV-A es expresada en altas concentraciones, procesada en cuerpos de
inclusidn y reconocida por el suero de conejos inmunizados con B19 VP2 WT

Tras la induccidn de las bacterias estas son lisadas por medio de sonicacidn, el paquete celular que
contiene los cuerpos de inclusidon fue lavado con regulador de lisis adicionado con tritén para
remover remanentes de la membrana celular, y los cuerpos de inclusién solubilizados en buffer con
GUHCl por 24 h. (panel A). La purificacidn se realizé por IMAC con la resina NiNTA (Niquel). Se puede
notar la desaparicién de nuestra banda de interés en las proteinas no unidas a la columna y lavados
siguientes (carriles 3-5). Las eluciones (carriles 6-9) muestran una banda consistente con el peso
tedrico de la construccion MHIV-A (79 kDa) (panel B, flecha roja). Se realizé un western blot
comparando el reconocimiento de las proteinas VP2 de tipo nativo (carriles 2-5) y la quimera MHIV-
A (carriles 7-10). Como se observa en el recuadro rojo (izg: cuerpos de inclusiéon solubilizados, der:
proteina purificada) la quimera es reconocida por los anticuerpos policlonales generados en conejo
(esimulados con VP2 pura) de forma especifica, lo cual sugiere que las quimeras conservaron su
integridad estructural durante la expresién y purificacién:
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Fig. 7.- Las proteinas quiméricas MHIV-A y MHIV-B se ensamblan en capsides completas a distintas
proporciones. Analisis por DLS de las capsides ensambladas en distintos radios. A) capsides de VP2
WT; B) capsides de la quimera MHIV-A en proporcion 1:3 WT; C) cédpsides de la quimera MHIV-B 1:3
WT; D) capsides en proporcion 15:15:70 MHIV-A : MHIV-B : VP2 WT; E) capsides 100% MHIV-A. F)
capsides 100% MHIV-B.
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Las VLPs quiméricas se ensamblan en capsides funcionales en distintas proporciones

Las VLPs fueron mezcladas en distintas proporciones molares y ensambladas mediante dialisis
contra PBS pH 7.4 adicionado con 0.2 M L-Arginina, a excepcidon de las VLPs de VP2 WT, las cuales
se ensamblaron contra PBS sélo, ya que la didlisis con buffer de arginina generd el ensamblaje de
oligocapsémeros Unicamente (6-9 nm) (no se muestran los datos), mientras que el PBS generd
capsomeros con tamafios promedio de 15.69+3.49 nm (Fig. 6 panel A). Las VLPs en proporciones 1:3
y 15:15:70 muestran una distribucién similar con capsides en el rango de los 23 — 35 nm. Las
qguimeras en proporcidn 1:3 mostraron picos monodispersos (es decir, sin intermediarios de
ensamblaje) (Fig. 6 paneles B y C), mientras que las VLPs en proporciéon 15:15:70 muestran
oligocapsémeros intermediarios con un tamafio promedio de 8.57 nm (Fig. 6 panel D). El ensamblaje
de la quimera MHIV-A al 100% sélo genera oligocapsémeros en el rango de los 3 — 6 nm, el pico que
se observa en =20 nm representa el 0% de la masa, mientras que el pico en =6 nm es monodisperso
y representa >80% del volumen de la muestra, por lo cual se considera que se generaron oligdmeros
altamente puros. El mismo comportamiento se observd al dializar contra PBS sin arginina (no se
muestran los datos), lo cual podria sugerir que la estructura nativa de la regién multiepitdpica
interfiere con el ensamblaje al plegarse hacia el interior de la oquedad de la VP2, impidiendo la
correcta interaccién entre subunidades y por tanto generando sélo intermediarios de ensamblaje.
El caso no fue el mismo para la quimera MHIV-B al 100%, ya que muestra un pico monodisperso con
un tamafio promedio de 23.51+5 nm, el cual representa >98% de la muestra. Tomados en conjunto,
estos resultados indican que las construcciones quiméricas MHIV-A y MHIV-B son capaces de formar
capsides de tamaio completo, en proporciones 1:3, 15:15:70 y 100% (sélo la MHIV-B).
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Discusion
Los resultados del presente trabajo demostraron que:

(A) las construcciones quiméricas fueron clonadas exitosamente en el vector de expresion, y su
integridad demostrada por PCR y restriccién enzimatica.

(B) La doble seleccion de colonias es un paso crucial en la expresidon de proteinas recombinantes en
E. coli, ya que permite la expresidon de alto nivel de la proteina recombinante en cuerpos de
inclusion, lo cual facilita el proceso de ensamblaje y abarata los costos, en comparacién con modelos
de expresion en células eucariontes.

(C) Las construcciones quiméricas MHIV-A y MHIV-B poseen una mayor sensibilidad a la
solubilizacidn en comparacion con la VP2 Wild type, como se demostré por SDS-PAGE y Western
Blot. Los cuerpos de inclusion quiméricos comienzan a ser solubilizados por agentes
desnaturalizantes suaves como SDS y urea, y son completamente solubilizados en buffer 6M GuHClI,
por lo cual el lisado celular de las quimeras sélo se lava con buffer de fosfatos adicionado con tritdon
para remover los remanentes de la membrana plasmatica.

(D) Las quimeras son reconocidas por el suero hiperinmune anti-VP2 producido en conejos, como
se observd por Western Blot. El reconocimiento implica que las construcciones conservaron su
antigenicidad y por tanto su estructura en la region de VP2.

(E) Las quimeras pudieron ser ensambladas exitosamente en cdpsides con tamafos promedio
concordantes con lo previamente reportado para estas particulas como acarreadoras.

El objetivo principal del estudio consistié en expresar construcciones quiméricas con multiples
epitopos de anticuerpos neutralizantes y CTL contra HIV-1 en un modelo de acarreador con la
proteina VP2, y caracterizar las particulas tipo virus generadas, de las cuales pudimos observar
capsides correctamente ensambladas y que mantuvieron su antigenicidad ante suero de conejos
inmunizados con VP2 WT.

La historia natural de la infeccién por HIV-1 y las caracteristicas innatas del virus para evadir las
respuestas inmunes del huésped han hecho el disefio de inmundgenos apropiados un reto. El
descubrimiento de anticuerpos en pacientes no-progresores capaces de neutralizar multiples
aislados virales dieron lugar al desarrollo de estrategias para guiar el desarrollo de inmundgenos
capaces de inducir respuestas similares basados en los epitopos reconocidos por estos anticuerpos.
Esta aproximacion se conoce como “disefio de vacunas guiado por anticuerpos o basado en la
estructura” (antibody-guided / structure-based vaccinology). Una aproximacion general para guiar
las respuestas inmunes hacia epitopos protectores implica generar dominios estables de proteina
que contengan los epitopos de interés y, al mismo tiempo, carezcan de epitopos no protectores o
indeseados(Kulp & Schief, 2013). Las construcciones multiepitopicas constituyen un sistema robusto
capaz de dirigir las respuestas hacia sitios conservados que, normalmente, pueden resultar no
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accesibles o poco inmunogénicos (Rathore et al., 2014). En el disefio de las construcciones
quiméricas MHIV-A y MHIV-B se tomd en cuenta el tamafio de la regidon multiepitdpica a insertar en
el acarreador B19 VP2, la distribucidon de los epitopos y la secuencia de los linkers para maximizar la
expresion e inmunogenicidad de la construccién, asi como la optimizacién de codones de la
secuencia para maximizar la compatibilidad con el sistema de expresidn en E. coli.

Los epitopos seleccionados para la construccién representan secuencias conservadas del virus, los
cuales son usualmente poco accesibles en el transcurso normal de la enfermedad o generan
respuestas inmunes sub-dominantes (es decir, la respuesta inmune es dirigida contra los epitopos
no protectores que los rodean), sin embargo, también se han identificado como potentes blancos
para el desarrollo de respuestas inmunoldgicas protectoras en pacientes seropositivos, ensayos in
vitro y en modelos animales. Dada la complejidad de los factores necesarios para generar una
proteccion “esterilizante” (es decir, el virus transmisor/fundador es eliminado del cuerpo antes de
la primera ronda de replicacién y establecimiento de reservorios virales) se incluyeron en el disefio
epitopos de anticuerpos ampliamente neutralizantes, linfocitos T cooperadores y linfocitos
citotéxicos con el propdsito de cubrir todas las “bases” necesarias para una respuesta protectora. Si
bien una respuesta neutralizante de los anticuerpos seria ideal, el uso de epitopos conservados
también conlleva la posibilidad de desarrollar efectos de citotoxicidad celular asociada a anticuerpos
(CCDA), la cual ha sido asociada a un riesgo de infeccién reducido en los pacientes de la prueba Thai
RV144 que carecian de respuestas IgA en suero, un riesgo de mortalidad reducido en un modelo de
transmision vertical (madre a hijo durante el parto), y proteccién en forma de una carga viral
reduciday progresion retrasada de la infeccién por el virus de inmunodeficiencia en simios inducidos
por vacunacion (Haynes et al., 2012; Lewis, 2014; Milligan et al., 2015).

La parte medular de ambas construcciones consiste en los epitopos del mAb T1 (epitopo “C4” de
secuencia KQINMWQEVGKAMYA) y la secuencia consenso del asa V3
(RPNNNTRKSIHIGPGRAFYATE). Estos epitopos han sido ampliamente caracterizados como blancos
de anticuerpos neutralizantes, estimulando respuestas de células Th, linfocitos B, y una respuesta
importante de CTLs en humanos y primates, la cual podria contribuir a la proteccidn contra el reto
de SIV a pesar de no desarrollar anticuerpos neutralizantes, ademas de que en nuestro grupo de
trabajo se observo que el péptido C4V3 are inmunogénico aun sin necesidad de adyuvante (Lubeck
et al., 1997; Varona-Santos et al., 2006). El resto de los epitopos fueron seleccionados por estimular
el brazo humoral del sistema inmune, entre los cuales se incluyen algunos de los sitios de
reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes mas potentes identificados. 4E10 y 10E8, ambos
epitopos pertenecientes a la “region externa préxima a la membrana” (MPER), la cual es altamente
conservada entre clados y es esencial para la fusion de la capside-huesped. Los nAbs asociados a
estos epitopos son capaces de neutralizar el 98% de un panel de 180 pseudoviriones distintos
(1C50<50ug/mL), y en el caso de 10E8 también se observd actividad de ADCC al unirse a Env expuesto
en membrana e interesantemente falta de autorreactividad, una caracteristica comuin en otros
bnAbs (Haynes et al., 2012; Barton F. Haynes et al., 2014).

En nuestro grupo de trabajo se han desarrollado otras particulas tipo virus dirigidas hacia epitopos
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de cancer (trabajo no publicado), sin embargo, se usaron secuencias linkers que actuaron como
sitios de corte en proteosoma para eficientizar el proceso de presentacion de epitopos. En el
presente estudio los epitopos seleccionados fueron unidos por secuencias flexibles ricas en residuos
de glicina con el propdsito de conseguir estructuras lo mas similares a las nativas posible. (Yang et
al., 2015) describen el método por el cual disefiaron una vacuna multiepitdpica con restriccion de
HLA para la poblacién China; tras confirmar la conservacidn de los epitopos, se procedié a analizar
el disefio en relacidn a los linkers, de los cuales describen dos secuencias (GGGS) y (AAY); Linkers
ricos en residuos G pueden incrementar la flexibilidad de la secuencia, sin afectar la funcién de las
proteinas a las que unen, mientras que AAY actla como sitio de corte cuando se encuentra en
proteosoma; sin embargo, también reduce el nimero de hélices y vueltas B, y regiones alfa
incrementadas, lo cual significa que la construccién seria menos estable y menos inmunogénica. De
acuerdo a los autores, el uso del linker AAY afectd negativamente la expresidon en una linea celular
COS-7 (células tipo fibroblasto), ademas, ratones BALB/c fueron inmunizados con el DNA desnudo
por via intramuscular y desarrollaron Ab especificos a los péptidos de las construcciones con los
linkers GGGS en el orden de 103, mientras que las construcciones basadas en el linker (AAY) fueron
incapaces de generar respuestas IgG especificas.

El sistema de expresion de quimeras en E. coli BL21(DE3) representa multiples ventajas sobre otros
sistemas de produccidon de proteinas recombinantes. La doble seleccién de colonias permite
obtener un nivel alto y consistente de expresidon, manteniendo bajos costos de produccion en
relacidn a otros sistemas de expresion recombinante. Las construcciones quiméricas tuvieron un
rendimiento promedio de ~65mg/L cultivo, nivel comparable con la expresién de otros péptidos
pequefios mas solubles en nuestro grupo de trabajo (Govea-Alonso et al., 2013; Rubio-Infante et al.,
2015). La proteina Gag de HIV también tiene la capacidad de acumularse en la cara interna de las
membranas celulares, ensamblarse y ser liberada como VLPs vacias, no obstante, deben ser
expresadas en células de mamifero o en un contexto de fermentaciéon en levaduras, dada la
necesidad de modificaciones post-traduccionales de las proteinas para adoptar una conformacion
nativa (trimerizacién en el caso de Env) (Fuenmayor et al., 2017). Empero, estos modelos enfrentan
limitaciones similares al usar pseudoviriones o Env soluble: los epitopos conservados y de relevancia
bioldgica muchas veces resultan inaccesibles o subdominantes (Low & Tarlinton, 2017), ademas, se
sabe que las VLPs de parvovirus generados en células de mamiferos tienden a no exponer la regién
N-terminal en viriones vacios, haciéndolos poco efectivos para la presentacién y entrega de
inmunogenos adicionales (Reguera et al., 2004).

En una nota de importancia, el agente caotrépico usado durante durante la purificacidon de las
guimeras es de vital importancia. En datos no mostrados, las quimeras fueron solubilizadas en buffer
de fosfatos adicionado con 6M GuHCI, pasados por la columna de niquel o cobalto, y eluidos en
buffer adicionado con 3-6M Urea. Al momento del ensamblaje, la remocidon del agente
desnaturalizante sélo generd intermediarios de ensamblaje (oligocapsémeros y capsémeros <9nm).
Esto puede ser atribuido a que la GuHCI es un agente cargado y la urea es neutral, haciendo del
primero un agente desnaturalizante mds fuerte y que permite lograr una conformacién desdoblada
mas extendida. El desdoblamiento y plegamiento de proteinas pequefias usualmente puede
visualizarse como una transicion de dos estados, pero en el caso de proteinas mas complejas el
proceso de plegamiento implica la formacién de estados intermediarios como los observados por
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DLS (Rashid et al., 2005).

Para el ensamblaje de las VLPs se realizé la didlisis del agente desnaturalizante contra PBS pH 7.4
adicionado con 0.2M Arginina en radios 1:3 (quimera : VP2 WT), 15:15:70 (quimera A: quimera B:
VP2 WT) y 100% quimera, en una concentracion final de 0.5ug en un volumen de 1.2 mL. El andlisis
por DLS mostré un ensamblaje exitoso para ambas quimeras en proporcion 1:3, 15:15:70, y 100%
(solo para la quimera MHIV-B). Todas produjeron capsides completas con tamafios promedios entre
15-25 nm, con distribuciones monodispersas indicando capsides altamente puras. En el caso de la
guimera 100% MHIV-A (que sdlo produjo oligocapsdmeros) podria asociarse a la distribucién de los
epitopos en la regién multiepitépica. Se sabe que los epitopos C4V3, al expresarse de forma
recombinante y purificarse por cromatografia IMAC tiende a formar agregados de mayor peso
molecular que explican en parte su inmunogenicidad. La construccién MHIV-A al tener esta region
en su extremo N-termina y, por tanto, mds accesible podria estar formando estos agregados que
evitan la formacion de capsides completas.

La generacidon de cdpsides quiméricas basadas en B19 VP2 como acarreador de epitopos ha sido
explorado por su capacidad de exponer los residuos insertados en el extremo N-terminal hacia la
superficie de capsides ensambladas (Gilbert et al., 2005; Michel et al., 2008) sin afectar su capacidad
de ensamblaje. También han sido conjugados con epitopos protectores en modelos de herpes
simple |, virus del dengue, virus sincitial respiratorio y poliovirus, generando respuestas humorales
especificas y neutralizacion del virus en contexto nativo en el caso de dengue y herpes (Zolopa,
2010) (Brown et al., 1994) (Sedlik et al., 1995).

En el presente trabajo se disefiaron dos construcciones basadas en el acarreador B19 VP2 acoplando
multiples epitopos asociados a anticuerpos neutralizantes y respuestas celulares, con el fin de
caracterizarlas como modelos de vacuna contra HIV. La produccién y ensamblaje exitoso de las
guimeras sienta las bases para avanzar los estudios de inmunogenicidad y seguridad en mamiferos.
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Conclusiones

e Las construcciones quiméricas MHIV-A y MHIV-B son expresadas en altos niveles, y
procesadas en cuerpos de inclusion con solubilidad alterada con respecto a VP2 WT

e Las proporciones de ensamblaje ideales para ambas quimeras son 1:3 y 15:15:70 para la
combinacion de ambas

e Las quimeras produjeron cdpsides completas con tamainos promedio de 23tnm
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