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. RESUMEN

La rabia es una enfermedad fatal que afecta el sistema nervioso de mamiferos. Sus
principales reservorios y vectores son carnivoros y quiropteros. Anualmente, se estiman
60,000 casos de rabia en humanos transmitida por perros, afectando principalmente a paises
en desarrollo. En México, los casos de rabia canina han sido controlados mediante
vacunacion. Sin embargo, el murciélago hemat6fago aun produce gran nimero de casos en
ganado Yy algunos casos reportados en humanos. Esta enfermedad es causada por el virus de
la rabia (RABV). Su patogenicidad depende de la glicoproteina (G) que ademas es el
principal blanco inmunoldgico e induce la produccion de anticuerpos neutralizantes del
virus (VNAS). El virus atenuado o inactivado ha sido el principal inmundgeno empleado
para la produccién de vacunas; sin embargo, se han estudiado aproximaciones para el
desarrollo de vacunas contra la rabia mas baratas y seguras. La mayoria de los VNAS
reconocen epitopos conformacionales; no obstante, algunos estudios han mostrado que el
péptido lineal G5 es capaz de inducir VNAs. Por otro lado, el péptido C3d-P28 que es un
fragmento del componente 3 del complemento (C3), esta involucrado en la opsonizacion de
antigenos y activacion de células B y es considerado un adyuvante molecular que mejora la
respuesta de anticuerpos en vacunas virales. Las vacunas de ADN son una opcion segura y
econdmica. Si bien las que se han reportado contra la rabia estimulan una respuesta inmune
protectora, generalmente es necesaria la aplicacion de multiples dosis e implican un mayor
gasto energético en cuanto a produccion del antigeno recombinante y su posterior
procesamiento. En el presente trabajo se evalud el péptido lineal G5 como un modelo de
vacuna de ADN con y sin la secuencia que codifica para C3d-P28, a fin de obtener una

vacuna simple y eficaz contra el RABV. Se probaron en modelo murino, dos vacunas de



ADN: una basada en el epitopo lineal G5 (vacuna pVaxG5) y otra que consistid en la fusion
de G5 con el adyuvante molecular C3d-P28 (vacuna pVaxF1). Se us6 como control la
vacuna pGQH que expresa la G completa. Se midieron los titulos de VNAs, la sobrevida y
la proliferacion antigeno especifica de las células B y T. Aunque el grupo inmunizado con
pVaxG5 mostro altos niveles (5.3 UI/mL +1.4) de VNASs 15 dias post inmunizacion, estos
decrecieron gradualmente (al dia 90, 1.6 Ul/mL * 2.2). Por otro lado, los VNAS del grupo
inmunizado con la vacuna pVaxF1 se mantuvieron a niveles constantes (3.7 UI/mL + 2.2).
Al comparar el nivel de VNAs inducidos por las vacunas pVaxG5 y pVaxF1 con los de la
vacuna pGQH, no se encontraron diferencias significativas. La tasa de sobrevida al reto (22
DLsoy virus CVS) de los ratones inmunizados con pVaxG5 fué del 27%, incrementandose
al 50% con los inmunizados con pVaxF1. Las vacunas pGQH y pVaxF1 incrementaron la
proliferacion antigeno especifica de células T CD4" CD8" y solo la pVaxF1 incremento
significativamente la proliferacion de células B. Los resultados sugieren que el epitopo
lineal G5 induce VNA contra RABV y es un candidato potencial para desarrollar una
vacuna genética. La adicion del adyuvante C3d-P28 contribuye a la sobrevida al mantener

un nivel protector de VNA durante 90 dias.



I. ABSTRACT

Rabies is a fatal disease that affects the nervous system of mammals. Its main reservoirs
and vectors are carnivores and chiroptera. Annually, 60,000 cases of rabies in humans
transmitted by dogs are estimated, affecting mainly developing countries. In Mexico, cases
of canine rabies have been controlled by vaccination. However, the hematophagous bat still
produces a large number of cases in cattle and some in humans.

This disease is caused by the rabies virus (RABV). Its pathogenicity depends on the
glycoprotein (G) which is also the main target and inducer of virus neutralizing antibodies
(VNA). The complete attenuated or inactivated virus has been the main means for the
production of vaccines; however, approaches for the development of cheaper and safer
rabies vaccines are being studied. Most VNASs recognize conformational epitopes;
nevertheless, some studies have shown that a linear peptide (G5) is capable of inducing
VNAs. On the other hand, the C3d-P28 protein, which is part of the complement and is
involved in the opsonization of antigens and activation of B cells, is considered a molecular
adjuvant that improves the antibody response in viral vaccines. DNA vaccines are a safe
and economical option. Although those that have been reported against rabies stimulate a
protective immune response, it is generally necessary to apply multiple doses and involve a
significant energy expenditure in terms of production of the recombinant antigen and its
subsequent processing. In the present work, a DNA vaccine expressing the G5 linear
peptide linked to the sequence coding for C3d-P28 was evaluated in order to obtain a
simple and effective vaccine. Two DNA vaccines based on the linear epitope G5 (pVaxG5
vaccine) and another consisting of the fusion of G5 with the molecular adjuvant C3d-P28
(pVaxF1 vaccine) were tested in a murine model. The pGQH vaccine expressing the

complete G protein was used as control. Titers of VNAS, survival and antigen-specific



proliferation of B and T cells were measured. Although the group immunized with pVaxG5
showed high levels (5.3 IU/mL = 1.4) of VNAs 15 days post immunization, these gradually
decreased (at day 90, 1.6 IU/mL % 2.2), while the VNAs of the group immunized with the
pVaxF1 vaccine remained constant (3.7 IlU/mL * 2.2). When comparing the VNAs levels
induced by pVaxG5 and pVaxF1 vaccines with those of the pGQH vaccine, no significant
differences were found. The challenge survival rate (22 LDso% CVS viruses) of the mice
immunized with pVaxG5 was 27%, increasing to 50% in those immunized with pVaxF1.
The pGQH and pVaxF1 vaccines increased the specific antigen proliferation of CD4",
CD8" T cells; only pVaxF1 significantly increased B cell proliferation. Altogether, the
results suggest that the G5 linear epitope induces VNA against RABV and is a candidate to
develop a genetic vaccine, and the addition of adjuvant C3d-P28 contributes to survival by

maintaining protecting levels of VNA for 90 days.



I1. INTRODUCCION

2.1 LA RABIA

La rabia es una enfermedad zoondtica, aguda, progresiva y fatal. El agente etiologico es el
virus de la rabia (RABV), el cual estd adaptado para replicarse en el sistema nervioso (SN)
de mamiferos, de los cuales los carnivoros (perros, gatos, lobos, zorros, coyotes, mapaches,
zorrillos) y quirdpteros son los principales reservorios y vectores (1, 2, 3). En particular se
ha sugerido, mediante analisis de reconstruccion filogenética, que los murciélagos son los
hospederos ancestrales de este virus (4).

RABYV pertenece al orden Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, Género Lyssavirus.
Tiene un genoma ARN no segmentado, de hebra simple, polaridad negativa, con un tamarfio
de 12 kb, el cual contiene 5 genes que codifican para la nucleoproteina (N), la fosfoproteina
(P), la proteina de matriz (M), la glicoproteina (G) y una ARN polimerasa (L) dependiente
de ARN viral (5). EI genoma esta envuelto en un complejo formado por las proteinas N, P y
L denominada ribonucleoproteina (RNP), la cual es necesaria para la sintesis y replicacién
del material genético. La proteina M, envuelve a la RNP y la une de forma estrecha a la
membrana viral compactando al virion (6, 7, 8). Los viriones estan envueltos por espiculas
(trimeros) de glicoproteina, la cual desempefia un papel fundamental en la patogénesis (9,
10, 11, 12), reconociendo receptores celulares, mediando la fusion de la proteina M con la
membrana celular, asi como ensamblando y liberando particulas virales infecciosas (7).
Ademas, al ser la proteina externa del virus, induce la formacién de anticuerpos
neutralizantes del virus (VNASs) y la respuesta de células T lo que deriva en generar

inmunidad contra la infeccion por el mismo (5, 12).



En general, RABV es transmitido por la saliva a través de la mordedura o el rasgufio de un
animal infectado (13, 14, 15). El inicio del ciclo viral se da mediante la unioén de su
glicoproteina con el receptor celular. El posterior ingreso a la célula se da mediante el
endosoma, en donde ocurre un cambio conformacional de la glicoproteina que permite la
fusion de la envoltura viral con la membrana endosémica. Finalmente, la RNP es liberada
al citoplasma para iniciar la transcripcion y replicacion viral (16, 8, 7).

La rabia es considerada una enfermedad zoonotica descuidada y esta presente en gran parte
del mundo principalmente en paises de Asia, Africa y América (17). La mayoria de los
casos en humanos (99%) sucede por mordedura de perro, estimandose 60,000 casos
anualmente (18).

En Meéxico la reduccion de los casos de rabia en humanos transmitida por perros se debe
principalmente a las intensas campafias de vacunacién en animales de compafia (8.7
millones de dosis en el 2017) (19). Sin embargo, otros potenciales vectores de la
enfermedad como perros callejeros y fauna silvestre deben ser considerados en estos
esquemas de prevencion.

El principal vector entre la fauna silvestre es el murciélago hemat6fago (Desmodus
rotundus) (20). Uno de los factores que determina la distribucion de estos quirdpteros es la
presencia del ganado bovino, del cual se alimentan con facilidad y asi pueden transmitir el
virus rabico a través de la saliva. Si el ganado no esta protegido (mediante la vacunacion),
puede padecer la enfermedad y ocasionarle la muerte, lo que repercute en graves pérdidas
econdmicas (21).

En el pais se han notificado focos de rabia paralitica bovina en 25 estados de la Republica
desde el sur de Sonora por toda la costa del Pacifico hasta Chiapas y desde el sur de

Tamaulipas hasta la Peninsula de Yucatan por el Golfo de México. El resto del pais es libre,



pues no reune las condiciones ecoldgicas para la sobrevivencia del murciélago D. rotundus
(22).

La rabia se puede prevenir totalmente con la vacunacion. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) recomienda un esquema de pre-exposicion a humanos y animales domésticos
que estan en riesgo. Para humanos que fueron atacados por animales rabiosos se aplica una

profilaxis post-exposicion (13).

2.2 VACUNAS ANTIRRABICAS

La historia de las vacunas en contra de la rabia se puede dividir en 4 generaciones. Las
vacunas de primera generacion son aquellas producidas a partir del tejido nervioso de
animales infectados, asi se desarrollé la primera vacuna de los trabajos de Pasteur y Roux
en 1887, empleando tejido nervioso de conejos infectados con virus que era inactivado por
desecacion. Posteriormente se produjeron vacunas con tejido nervioso de ovejas y cabras
(vacunas tipo Fermi) que eran inactivadas con fenol. En 1911, se desarrollaron las vacunas
tipo Semple con tejido nervioso de conejos, estas vacunas también fueron inactivadas con
fenol y aunque se redujo el riesgo de algin accidente post-vacunacion por virus
insuficientemente inactivado, podian provocar severos dafios neurolégicos debido a la
reaccion del sistema inmune a la mielina de dichos tejidos presente en esas vacunas.
Después se produjeron vacunas en cerebros de ratones lactantes que ain no desarrollaban
totalmente la mielina (vacunas tipo Fuenzalida-Palacios), lo cual redujo las reacciones
secundarias y ademas estaban inactivadas con -propiolactona (23).

La segunda generacion de vacunas, fueron desarrolladas a partir de cultivos celulares

(VERO, células diploides de humano o mono, entre otras lineas) a partir de distintas



variedades de virus (ERA, SAD, Kelev, etc.), en estas se aumento la pureza del antigeno sin
poner en riesgo la inmunogenicidad. Ademas, con esto se evitaron las reacciones de
hipersensibilidad por los componentes secundarios de las vacunas basadas en tejidos
animales. Sin embargo, el proceso de produccién de estas vacunas es mas costoso y su
manejo es delicado (requieren estricta cadena fria durante el transporte y almacenaje) lo
que las hace incosteables para muchos paises en desarrollo (24).

Las vacunas de tercera generacion son aquellas basadas en proteinas recombinantes o en
subunidades de proteinas virales, que hasta el momento solo son de uso veterinario, entre
estas se encuentra la vacuna vaccinia-rabia, la cual tiene el gen de la glicoproteina rébica
insertado en el virus vaccinia (25). El desarrollo de estas vacunas naci6 a partir del exitoso
control de la rabia transmitida por zorros rojos en Europa durante los afios 70s, mediante el
uso de cebos que contenian la vacuna atenuada, lograron reducir la rabia en un 80% (26,
27, 28). Siguiendo la estrategia de cebos, EUA y Canada emplean las vacunas
recombinantes VRG (virus vaccinia) y ONRAB (Adenovirus humano) que expresan la
glicoproteina de la rabia de manera masiva en campafas de vacunacion de fauna silvestre
(29). Sin embargo, su produccion es onerosa lo que las hace de dificil acceso a muchos
paises en desarrollo (23).

Cabe mencionar que en la medicina veterinaria se pueden aplicar vacunas de virus
inactivado, atenuado o recombinantes en los tratamientos mientras que para la medicina
humana sélo esta permitido el uso de vacunas de virus inactivado, para evitar el riesgo de

cualquier accidente (23).



2.3 VACUNAS DE ADN.

Las vacunas de ADN (de cuarta generacién), se basan en la observacion de que la
inoculacion directa de ADN plasmidico resulta en la expresion del antigeno deseado (30).
En 1990, se demostrd que la inyeccion de ADN plasmidico puro conduce a la expresion de
proteinas no propias en las fibras musculares (31). A partir de entonces se han publicado
diversos trabajos sobre la respuesta inmune inducida por la inyeccién de plasmidos que
codifican para antigenos de diversos agentes patogenos (30, 32, 33)

Las vacunas génicas o de ADN presentan varias ventajas sobre las vacunas tradicionales
(atenuadas, inactivadas, de subunidades o recombinantes): 1) pueden acarrear genes de
proteinas antigénicas o péptidos que aumentan la respuesta inmune; 2) generan respuesta
inmune humoral y celular, ya que el antigeno puede ser procesado por la via endogena y
exogena, simulando una infeccion natural; 3) el proceso de fabricacion es mas barato,
haciéndolas mas accesibles para paises en desarrollo; 4) el ADN no requiere de una
“estricta” cadena fria para ser transportado y almacenado, lo que en paises tropicales con
orografias altamente accidentadas, como lo es México, hace que la distribucion de la
vacuna sea mas simple, y 5) debido a que, tanto en el proceso de fabricacion como de la
aplicacion, no se maneja el agente infeccioso, estas vacunas pueden ser mas seguras, pues
se reduce el riesgo de accidentes ademas de permitir el disefio y experimentacion de
vacunas contra agentes virales peligrosos (34, 35, 36, 37, 38).

El gen de la glicoproteina del RABV ha sido el principal objeto de estudio para la
inmunizacion a base de ADN (39). Estas vacunas han sido evaluadas en diversos modelos
animales. Lodmell y colaboradores evaluaron la efectividad de una vacuna ADN en monos,
Macaca fascicularis, obteniendo al final del reto una sobrevida del 100%. Ademas, los

sueros neutralizaron un amplio espectro de variantes del virus (40). Posteriormente, en



trabajos realizados por Perrin y colaboradores se inmunizaron con 100 pg de plasmido
(pGPV) perros Beagle via intramuscular produciendo VNAs en contra de dos cepas
silvestres ademas todos los perros vacunados sobrevivieron al reto (41). Tesoro-Cruz y
colaboradores desarrollaron una vacuna ADN a partir de un aislado mexicano denominada
pGQH, se inmunizaron perros y ratones con dosis de 100 y 50 pg, respectivamente via
intranasal (IN) e intramuscular (IM) con un refuerzo. Detectaron VNASs (arriba de 0.5
Ul/mL) en animales inmunizados por via IN y titulos superiores por via IM (42). Ademas,
Tesoro-Cruz y colaboradores compararon la vacuna pGQH contra la vacuna tradicional, en
una profilaxis post exposicion (PPE) via IN en ratones y conejos, con 4 refuerzos, sin gama
globulina (suero hiperinmune antirrdbico). Todos los animales que recibieron la vacuna
pGQH sobrevivieron al reto y sélo el 80% de los animales vacunados de manera tradicional
sobrevivieron (43). En un trabajo posterior, Tesoro-Cruz y colaboradores se detectaron
altos niveles de VNAs (>0.5 Ul/mL) y la sobrevida del 100% en gatos inmunizados con
100 pg de la vacuna pGQH, via intradérmica en la punta de la oreja (44). Aguilar-Setién y
colaboradores, aplicaron la vacuna pGQH via IM en dosis de 20 ug, en ratones observando
una seroconversion superior a las 0.5 UlI/mL y una sobrevida del 100% (45). De este modo,
la vacuna pGQH contra el RABV ha demostrado inducir altos niveles de VNAs, y conferir
proteccion en contra de un reto letal con virus.

La cantidad de ADN vacunal administrado en los experimentos previos es alta y el proceso
de purificacion es costoso. Para evitar el Gltimo punto se utilizé una cepa atenuada de
Salmonella como vector y una citolisina para ayudar a la liberacién del plasmido dentro de
las células presentadoras de antigeno (46). Se encontrd que la aplicacion por via oral de las
bacterias con el ADN vacunal y la citolisina induce un nivel protector de VNAs hasta

después de los 15 dias, ademas la proteccién frente al reto fue mayor en los ratones
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inmunizados por esta via en comparacion con la inyeccion intramuscular del plasmido

desnudo.

2.4 EPITOPO LINEAL G5

Debido a que la inmunogenicidad de la glicoproteina depende de su conformacion
tridimensional y de las modificaciones post-transduccionales que dan origen a la formacién
de los sitios antigénicos Il (9) y Il (47, 48), la mayoria de los trabajos se han enfocado a
usar el gen completo de la glicoproteina, sin embargo, algunos péptidos lineales han
demostrado ser inmunogénicos. Se identifico un epitopo lineal denominado G5 entre los
aminoacidos 244 y 281, ubicado entre los sitios antigénicos Il y 1ll, este epitopo no
depende de la conformacion nativa y confiere proteccion frente al reto al unirlo con un
epitopo de la proteina N (49). Posteriormente se describié un segundo epitopo entre los
aminoacidos 249 y 268, la inmunizacién con este epitopo increment6 los niveles de VNAS
contra RABV en conejos (50).

El epitopo G5 seria un buen candidato para la construccion de una vacuna ADN, debido a
su simplicidad, a que la secuencia esta conservada en la mayoria de cepas fijas (CVS, SAD,
ERA, FLURY y PV) asi como en las cepas de calle y es capaz de inducir VNAs y

proteccion frente al reto (51, 49, 52, 53, 54).

2.5 ADYUVANTE MOLECULAR C3d-P28

La inmunizacion con ADN requiere de altas y multiples dosis para inducir una respuesta
inmune protectora, sin embargo, dicha respuesta puede ser mejorada mediante la inclusion
de un adyuvante molecular (55). A este respecto, el uso de adyuvantes moleculares

fusionados a algunas vacunas ADN, incrementa el titulo de anticuerpos y mejora la
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respuesta celular antigeno-especifica (56). Uno de estos adyuvantes de reciente uso es la
proteina C3d del sistema de complemento.

El sistema del complemento estd compuesto por méds de 20 proteinas solubles y de
membrana que son activadas en cascada. Las tres vias que pueden activar el sistema del
complemento (clasica, alternativa y de las lectinas) convergen en la formacién de C3
convertasa, la cual escinde el tercer componente del complemento C3. El producto final de
esta degradacion es C3d. Una vez generado, se adhiere simultaneamente a antigenos
extrafios y a CR2 (CD21) mediante su dominio minimo conocido como P28 (57). CR2 es
parte del complejo receptor de células B junto con CD19 y Tapa-1 (CD81). La unién del
CR2 al antigeno facilita su absorcién por el receptor de la célula B (BCR). Ademas, la
interaccion del BCR y CR2 amplifica la activacién de la célula B (58). EI complejo C3d-
CR2 une la respuesta inmune innata con la respuesta inmune adaptativa, es decir C3d es un
adyuvante natural que amplifica la sefial requerida para la activacién de la célula B y por lo
tanto incrementa el procesamiento del antigeno, la presentacion y la produccion de
anticuerpos (59).

El uso potencial del complemento como adyuvante en vacunas fue sugerido por Dempsey y
colaboradores (60), ellos demostraron que ratones vacunados con un antigeno modelo
(lisozima del huevo de gallina) unido a tres copias del C3d murino, aumenté mas de 1000
veces la eficacia de la inmunizacion. Posteriormente estudios como el de Test y
colaboradores, demostraron que con la aplicacion de conjugados covalentes de C3d vy el
polisacarido capsular del Streptococcus pneumoniae del serotipo 14 (PPS14) se obtuvieron
titulos de anticuerpos mas altos que en aquellos ratones inmunizados solamente con PPS14
(61). Ademas, la inmunizacion genética con C3d como un adyuvante molecular, ha

demostrado inducir anticuerpos hacia una amplia gama de patdgenos virales, incluyendo
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virus influenza (62, 63), virus de inmunodeficiencia humana (64) y virus de sarampion
(65).

Por estudios de fragmentacion quimica y mapeo de péptidos, se identificé el sitio minimo
de union de C3d a CR2, denominado P28. Este estimula la proliferacion linfocitos B en
reposo o lineas de linfocitos B “R?* con una respuesta dosis dependiente (66). También se
ha documentado que P28, puede sustituir completamente la funcién de C3d en el
incremento de la respuesta inmunoldgica. La evaluacion de una vacuna ADN en contra del
virus de la hepatitis B variando el nimero de repetidos del adyuvante P28, mostrd que la se
obtenia una mejor respuesta en las vacunas que contenian tres y cuatro repetidos de P28
(67). Otro estudio mostré que el acoplamiento del antigeno Env (gp120) del virus de
inmunodeficiencia humana a cuatro copias de P28, incrementa la respuesta T-dependiente
de las células B, ya sea con proteinas purificadas o con plasmidos (57). Finalmente, una
vacuna ADN contra del virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino unido a
repetidos del adyuvante P28, mostrd un incremento en la respuesta inmune con seis 0 mas

repetidos de este péptido (68).
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111. HIPOTESIS

El uso de una vacuna de ADN que codifica para el epitopo lineal G5 de la glicoproteina del
RABYV, fusionado al adyuvante P28 derivado de la proteina C3d (C3d-P28), aumentara la
produccién de VNAs, en comparacion con la vacuna de ADN pGQH que codifica para la

glicoproteina completa, ademas de conferir proteccion frente al reto.

IV. OBJETIVOS

GENERAL

Construir una vacuna ADN que contenga la secuencia del epitopo lineal G5 fusionado a la
secuencia del adyuvante C3d-P28, evaluar la respuesta inmune humoral y la proteccion

inducida en un modelo murino de infeccion con el virus de la rabia.

PARTICULARES

1. Construir dos vacunas ADN en el plasmido de expresion eucarionte pVAX1, una
incluye la secuencia que codifica para el epitopo lineal G5 (vacuna pVaxG5) y la
otra incluye la secuencia de G5 y la secuencia de C3d-P28 (vacuna pVaxF1).

2. Evaluar la expresion del epitopo lineal G5 y del adyuvante molecular C3d-P28 in
vitro.

3. Evaluar la respuesta inmune de VNAs, en ratones BALB/c inmunizados con
pVaxG5, pVaxF1 y con la vacuna control pGQH.

4. Evaluar el nivel de proteccion ante el reto con virus patogeno (CVS) en ratones

inmunizados con pVaxG5, pVaxF1 y con la vacuna control pGQH.
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V. MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico y plasmido.

Cepas Bacterianas. Escherichia coli DH5a (SupE44 Vlac 169¢ 80 lac ZVM 15 hsd R17

recAl endAl gyrA 96thi- 1relAl; GIBCO ®).

Cepas Virales. Virus Pasteur (PV) es una cepa de referencia que se emple6 para los

ensayos de seroneutralizacion. Virus de Reto (CVS) es una cepa patégena de referencia que
se empled en los ensayos de reto en ratones.

Lineas Celulares. BHK-21 (ATCC No. CCL-10), fibroblastos de rifién de hamster Sirio,

susceptible a la infeccion por el RABV. Se propagd, manteniéndolas con medio MEM
suplementado con 8% de suero fetal bovino (SFB + antibidtico-antimicético, HEPES,
bicarbonato de sodio, piruvato de sodio y glutamina). Para los ensayos de infeccion se
manejo el mismo medio, pero sin suero a una temperatura de 37° C con una atmosfera de
CO2 al 5%

Plasmido. pVAX1, es un vector de clonacion disefiado para su uso en el desarrollo de
vacunas ADN. Fue construido en apego al documento de la Administracién de Drogas y
Alimentos (FDA) sobre los puntos a considerar en plasmidos usados para vacunas ADN

con el fin de prevenir enfermedades infecciosas (Figura 1).
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Figura 1.- Mapa del plasmido pVAX1® que se usé como vector vacunal.

Ingenieria Genética.

Todas las técnicas empleadas en el proceso de ingenieria genética ¢ tecnologia del ADN
recombinante se llevaron a cabo de acuerdo con los protocolos y recomendaciones de
Sambrook y colaboradores (69). Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa por punto
final (PCR), se obtuvieron las secuencias codificantes para el epitopo lineal G5 y el
adyuvante molecular P28. Todos los oligonucleétidos disefiados para la obtencion del
epitopo G5, asi como de P28 poseian sitios de restriccion que fueron necesarios para llevar
a cabo su insercion sitio-dirigida en el plasmido pVAX1®. Se generaron dos plasmidos el
primero contiene la secuencia que codifica G5 (pVaxGbh) y el segundo contiene la
secuencia que codifica para G5 y una secuencia de P28 (pVaxF1). Es importante mencionar
que, durante el disefio y la construccion del plasmido de interés, se subclond el ADN
codificante del adyuvante P28 orientado hacia el extremo carboxilo de la proteina de

fusion.

Sintesis de secuencia G5.

La secuencia G5 empleada en el disefio de las vacunas, estd formada por la region del

péptido sefial (PS aa 1-19) y el epitopo lineal G5 (aa 244- 281) de la glicoproteina del
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RABYV, reportado previamente (34). Las secuencias codificantes de los fragmentos PS y G5
(ATG GTT CCT CAG GTTCTT TTG TTT GTACTC CTT CTG GGT TTT TCG TTG
TGT TTC GGG CAA ACA TCA GAT GAG ACC AAATGG TGC CCT CCA GAT CAG
TTG GTG AAT TTG CAC GAC TTT CGC TCA GAC GAG ATT GAG CAT CTC GTT
GTG GAG GAG TTA GTC AAG AAA AGA GAG), se obtuvieron de la base de datos
GenBank basados en el genoma de la cepa CVS del RABV.

Para sintetizar dicha secuencia (PS unida a G5) se empled la estrategia de PCR de
extension solapada, la cual se describe brevemente a continuacion. Se disefiaron dos pares
de iniciadores (primers) (GBAFw-G5BRv y G5CFw-G5DRYV) los cuales incluian los sitios
de restriccion Xho | 'y Hind 1l respectivamente (Tabla 1). Los primers tenian secuencias
complementarias en una region de aprox. 20 bases (Figura 2). La amplificacion se llevo
acabo en tres partes. En la primera se usaron los primers GSAFw y G5BRV para dar origen
al primer fragmento denominado AB. En una segunda corrida se usaron los primers
G5CFw y G5DRVv para dar origen al segundo fragmento denominado CD. Debido a que la
temperatura de fusion (Tm) de cada par de primer era diferente, se estandariz6 ésta
mediante un gradiente de temperatura y se determiné que a 51° C se obtenian bandas
especificas. Finalmente se amplificd la secuencia PS-G5 completa usando los primers
G5AFw y G5DRYv y los fragmentos AB y CD como templados y se le denomind G5 (figura

2).

Generacion del plasmido vacunal pVVaxG5.

Una vez obtenida la secuencia G5, por PCR se le incluyeron en el extremo 5', ademas del
sitio de restriccion para la enzima Xho I, un codon de inicio de la transcripcion, mediante el

uso del primer FpVaxFw. En el extremo 3' se incluyd un codon de paro de la transcripcion
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y una secuencia reconocible por la enzima de restriccion Xbal mediante el uso del primer
CpVaxG5Ryv, lo anterior para permitir la clonacion sitio dirigida en el plasmido comercial
pVAX1®. El producto se corrié en una electroforesis al 1.5% de agarosa, se verifico el
tamario (189 pb), se cort6 del gel y se purificd mediante el kit QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen cat. 28704).

Tanto G5 como pVAX1® fueron digeridas con las enzimas Xbal (BioLabs™ cat. R0145S) y
Xhol (BioLabs™ cat. R0146S) siguiendo las instrucciones del fabricante, se corrieron en
una electroforesis para verificar y purificar ambos productos. Finalmente se ligaron
mediante una Ligasa de ADN T4 (ThermoScientific. cat. K1422) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. EI producto de ligacion se usé para transformar células
competentes E. coli DH5a (Figura 2). Una vez obtenidas las colonias, se extrajo el
plasmido de cada una y se determinaron cudles eran positivas mediante su longitud
molecular (3.2 kb aprox.) y secuenciacion de Sanger. Al pldsmido vacunal resultante se le

denomino pVaxG5.
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Figura 2. Produccidn del plasmido vacunal pVaxG5. Secuencia aminoacidica y de nucleétidos del epitopo
lineal G5. PCR1: sintesis de G5 para unirse a P28. PCR2: amplificacion de G5 para insertase de manera sitio

dirigida en el plasmido pVAX1®.

Sintesis de secuencia P28.

Por otro lado, la secuencia que correspondié al P28 estuvo conformada por una secuencia
de union (linker) ((GsS2)2) y la secuencia de P28 murino (57). La secuencia codificante
para el linker y P28 es la siguiente: GGA TCT GGA GGG GGC GGA TCT GGA GGG
GGC GGATCT GGATCT AAGTTT CTG ACA ACA GCC AAA GAT AAA AAC CGC
TGG GAG GAC CCT GGA AAA CAG CTC TAC AAC GTA GAG GCC ACA TCC
TAC GCC. Para sintetizar esta molécula se uso la misma estrategia de PCR de extension
solapada usada para generar a G5. Los primers empleados (P28TFw y P28TRv)
empalmaron en una region intermedia de 20 bases y amplifican una secuencia de 126 pb

(templado P28). Por PCR se amplifico la secuencia P28 usando una Tm de 64.7° C, se
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corrio una electroforesis del producto en un gel de agarosa al 1.5%, se verificd el tamafio y
se le agregaron el sitios de restriccion Hindlll (5" y Xbal (3') para fusionarlo con G5 y su
eventual insercion en el plasmido pVAX1®, mediante una segunda PCR usando los primers

P28AFw y FpVaxRv respectivamente (Figura 3).

Generacion del plasmido vacunal pVaxF1.

A la secuencia G5 obtenida anteriormente se le agregaron por PCR, un sitio de restriccion
para la enzima Xho | y un codon de inicio de la transcripcion en el extremo 5' mediante el
uso del primer FpVaxFw. En el extremo 3' se le agregd un sitio de restriccion para la
enzima Hindlll por medio del primer G5DRv. Una vez obtenida ésta secuencia se fusiond a
la secuencia P28 como se describe a continuacion.

Se digirieron G5 y P28 mediante la enzima Hindlll, se corrié una electroforesis con ambos
productos y se purificaron del gel. Posteriormente se ligaron mediante la T4 ADN ligasa y
se amplificé la fusion G5-P28 (F1) por PCR usando los primers FpVaxFw y FpVaxRv. Se
verifico el tamafio de F1 (333pb) por electroforesis en gel agarosa al 1.5% vy se purifico la
banda para su insercion sitio dirigida en el plasmido pVAX1® (Figura 3).

Se digirieron tanto F1 como el plasmido pVAX1® con las enzimas de restriccion Xhol y
Xbal, posteriormente se ligaron y el producto se utilizd para transformar células
competentes E. coli DH5a (Figura 3). De las colonias resultantes se purifico el plasmido, se
corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar tamafo y se seleccionaron
aquellas que tuvieran un retraso electroforético correspondiente a 3.3 kb o mayor al
presentado por el plasmido parental. Finalmente, se verificO la secuencia de F1 por

secuenciacion de Sanger. Al plasmido vacunal resultante se le denomino pVaxF1.
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Figura 3. Produccidon del plasmido vacunal pVaxF1. Secuencia aminoacidica y de nucle6tidos del
adyuvante molecular P28. PCR3: sintesis de P28. PCR4: amplificacion de P28 para unirloa G5 e
insertarlos de manera sitio dirigida en el plasmido pVAX1®.

Los primers usados para la secuenciacion son los siguientes: SqpVaxG5P28Fw y
SqpVaxG5P28Rv. La secuencia de cada uno de los primers (Tabla 1) se analizé en el
programa  OlygoAnalyzer 3.1 que estda disponible en la  direccion
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. El disefio de los primers asi
como la ingenieria genética se realiz bajo la asesoria y supervision de la Dra. Ericka
Pompa Mera de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y

Parasitarias del Centro Médico Siglo XXI, IMSS.
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NOMBRE OLIGONUCLEOTIDOS (5'—3') Tm  Sitios de restriccion y otros
P28TFW GGATCTGGAGEGGEGCEGATCTGEAGEGEGCGGEATCTGGATCTAAGT TTCTGACAACAGECAAAGATARAAACCGCTEEGAGGAC 663 No
P2ETRY GGCGTAGGATGTGGCCTCTACGTTETAGAGCTGTTTTCCAGGETCCTCCCAGCGETTTTTATCTTTGGCTGTTGTCAGARACTT 663 No

P2BAFwW TATAAGCTTGGATCTGGAGGG 416 Hind Il
GEAFW TTTCTCGAGATGGTTCCTCAGGTTCTTTTGTTTGTACTCCTTCTGGGTTTITCGTTSTGT 52.7 xho!
G5BRv CACCAACTGATCTGGAGGGCACCATTTGGTCTCATCTGATGTTTGCCCGAAACACAACGARARACCCAGAA 52.7 No
G5CFw TGCCCTCCAGATCAGTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAGATTGAGCATCTCGTTGTGGAGGAGTTAGTCAA 517 No

G5DRv AACAAGCTTCTCTCTTTTCTTGACTAACTCCTCCACAAC 51.7 Hind Il

FpVaxFw GGGCTCGAGACCATGGTTCCTCAG 36.7 Xhol, ATG de inicio y secuencia de 12 n de G5
FpVaxRv AATCTAGATCAGTCGACGGCGTAGGAT 33.4 Xbal, STOP, Sal |, secuencia de 10 n de P28,
SqpVaxG5P28Fw  GGATCCACTAGTCCAGTGTGG 56.8 Inicia la amplificacién en sitio BamH | del pvVAX1

SqpVaxG5P2BRv  TAGAAGGCACAGTCGAGGCT 58 Inicia amplificacién reversa en sitio BGH Reverse priming site de pvAX1

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en el proceso de sintesis de los plasmidos vacunales pVaxG5 y
pVaxFLl.

Produccién de las vacunas.

Las bacterias Escherichia coli DH5a transformadas con los plasmidos pVaxG5 y pVaxF1
se cultivaron en placas de agar con medio BHI a 37° C con 50 pg/mL de kanamicina
durante toda la noche. Posteriormente se tomd una asada y se cultivé en 5 ml de medio BHI
caldo con 50 ug/mL de kanamicina, una vez que alcanzo la fase logaritmica de crecimiento
(Densidad dptica [DO]600 = 1.0) se tomaron 200 uL y se colocaron en 500 mL de medio
BHI caldo con 50 pg/mL de kanamicina para su cultivo durante toda la noche en agitacion
constante (100 rpm). Posteriormente se cosech6 y mediante el uso del EndoFree® Plasmid
Mega kit (QIAGEN®) se purificaron los plasmidos vacunales. Para determinar la pureza e
integridad de los plasmidos se realizaron, en cada caso, electroforesis en gel de agarosa al
1% y anélisis espectrofométricos. El plasmido pGQH (control) que codifica para toda la

glicoproteina, fue producido como lo reportd Tesoro-Cruz y colaboradores (42).

Transfeccion.

Para verificar la expresion de cada una de las proteinas G5, C3d-P28 y G se realizo la
transfeccion de la linea celular BHK21 con su plasmido correspondiente pVaxG5, pVaxF1

y pGQH, mediante el uso de Lipofectamina (Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent
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Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente: Para cada plasmido
se emplearon 8 ug de ADN y se mezclaron con 50 pL de medio Opti-MEM (Gibco™)
(mezcla A). Por otro lado, se agregaron 6 uL de Lipofectamina a 50 uL de medio Opti-
MEM (mezcla B). Ambas mezclas se combinaron y se incubaron a temperatura ambiente
por 15 min. Este complejo se agreg6 a una monocapa de células BHK-21 y se incub6 por 5
horas a 37° C en 5% de CO». Posteriormente, el complejo fue removido y remplazado con
medio MEM suplementado y se incub6 por 48 hrs a 37° C con 5% de CO. Finalmente, las

proteinas fueron obtenidas de los sobrenadantes y los lisados celulares.

Deteccion de las proteinas recombinantes.

La técnica de dot-blot fue empleada para detectar cada una de las proteinas recombinantes.
Brevemente, en una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (BIO-RAD) se aplicaron por
goteo 20 pg de proteinas totales (obtenidas previamente de la transfeccion) y se dejo secar.
Posteriormente, se bloqued la membrana con buffer TTBS (Tris 50 mM, NaCl 0.5 M y
Tween-20 0.05%) y 5% de leche deslactosada (buffer de blogueo) durante una hora a
temperatura ambiente y se lavd con buffer TTBS (buffer de lavado). Posteriormente se
Ilevé a cabo la inmuno-deteccion. Para el caso de la deteccion de la G5 se us6 como primer
anticuerpo la inmunoglobulina anti-rabies-human (Berirab® P, CSL Behring) a una
dilucion de 1:100 y para la deteccion de P28 se emple6 un anticuerpo anti-C3d-Goat (R&D
Systems) a una dilucion de 1:1500. Los anticuerpos fueron diluidos con buffer de bloqueo y
las membranas se incubaron con el primer anticuerpo durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron las membranas tres veces (10 min. en agitacion por
lavado). Después del lavado, las membranas se incubaron durante una hora a temperatura

ambiente con su respectivo anticuerpo secundario, ya sea con HRP-Goat anti-human I1gG
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(ZyMax™ ZYMED®) a una dilucion 1:5000 o con HRP-Rabbit anti-goat 1gG (ZyMax™
ZYMED®) a una dilucion 1:3000. Las membranas se lavaron 3 veces y se reveld con

diaminobencidina al 0.03% y H.0O> al 0.1%.

Inmunizacién y reto.

Se inmunizaron 3 grupos de ratones hembras BALB/c de 21 dias de edad con los
plasmidos: pVaxG5 (n = 9), pVaxF1 (n = 10), pGQH (n = 9) y un grupo control negativo
inoculado con PBS (n = 8). La inmunizacion const6 de 2 dosis (dia 1 y un refuerzo al dia
30), cada una de 20 ng de ADN plasmidico diluidos en 50 uL de PBS, por via
intramuscular. A cada ratdn se le tomé una muestra de sangre en los dias 15, 45 y 90. Al dia
91, los ratones se retaron via intracerebral con 22 DLsoy de la cepa CVS de virus rabico.
Los ratones fueron observados por 21 dias, monitoreando diariamente la sobrevida y los
signos clinicos de cada grupo. Cualquier muerte ocurrida durante los tres primeros dias fue
considerada inespecifica de la infeccion.

Los ratones que presentaron pardlisis se sacrificaron inmediatamente asi como los animales
que sobrevivieron al periodo de 21 dias post reto. La presencia del virus en los ratones fue
confirmada por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra el virus. Brevemente
se hizo una impronta del cerebro en un portaobjetos, se fijé la muestra con una solucién
fijadora (Cytofix/Cytoperm™ BD), se delimité el area con un lapiz de cera,se agregd una
gota del anticuerpo anti-nucleoproteina de RABV conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin, FUJIREBIO™) en una dilucion 1:128 y se dejo
incubar por 45 min. a 37° C. en condiciones de humedad. Pasado el tiempo, se lavd la

muestra con agua corriente y se agreg6 una gota de solucion de montaje (glicerina-PBS al
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50% pH 8.3). Finamente se observo la laminilla al microscopio con luz UV para determinar

la presencia del virus evidenciado por el anticuerpo.

Ensayo de seroneutralizacion del virus de la rabia (RRFF).

Es el método estandar que se emplea para la titulacion de anticuerpos neutralizantes en
contra del RABV (VNASs) a nivel mundial y esta avalada por la OMS (70). Brevemente,
una vez obtenidos los sueros de los animales se descomplementaron a 56° C durante 30
min. En una placa de 96 pozos se hicieron 8 diluciones triples de cada suero con medio de
cultivo sin suero (50:100) dejando un volumen final de 100 uL, cada dilucion se incubd con
50 uL de virus PV que contenia 30 unidades formadoras de focos fluorescentes (UFFF)
durante una hora a 37° C en atmosfera de CO: al 5%. Posteriormente, la mezcla se coloco
en otra placa de 96 pozos, previamente sembrada con 30,000 células BHK-21/pozo y se
dejo incubar por 24 hrs a 37° C en atmosfera CO- al 5%. En cada prueba se coloco un suero
de referencia que tiene 10 UI/mL en diluciones triples, un control de virus que consistia en
30 UFFF del virus con células y un control de células sin inoculo y sin suero.

Pasadas las 24 hrs, se retir6 el sobrenadante y se fijaron las células con Cytofix/Cytoperm™
BD y se incubd por 45 min a 4° C. A continuacion, se retird la solucion fijadora y se
agregaron 60 pL del anticuerpo anti-nucleoproteina de RABV conjugado a Isotiocianato de
fluoresceina (FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin, FUJIREBIO™), y se dej6 incubar
por 45 min a 37° C en condiciones de humedad y en agitacion orbital (100 rpm). Pasado el
tiempo se decant6 el contenido de la placa, se lavé con agua destilada y se le agrego a cada

pozo 80 uL de solucion de montaje. Finalmente se contaron los focos fluorescentes en un

microscopio invertido con luz ultravioleta. Los resultados se expresaron en Unidades
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Internacionales por mililitro (Ul/mL) tomando como base la reduccién de focos

fluorescentes producida por un suero de referencia con titulo conocido (10 Ul/mL).

Evaluacién de signos clinicos.

Después del reto, las OMS recomienda mantener un periodo de observacion diaria de los
animales de por lo menos 21 dias y determinar la presencia de los signos clinicos de rabia:
Pelaje erizado, postura encorvada y temblores cuando se sostiene al animal en el aire, poca
coordinacion de las patas traseras, paralisis y postracion (cerca de la muerte) (70).
Dependiendo de la severidad de la enfermedad se asignaron valores a cada uno de los
signos mencionados tomando como referencia una clasificacion descrita por Takayama-Ito
y colaboradores: sin signos de rabia (Puntuacion 0), pelaje erizado (Puntuacion 1), postura
encorvada (Puntuacién 2) y signos tempranos de pardlisis (Puntuacion 3) (71). Dichos
resultados se graficaron y analizaron para determinar la severidad de la enfermedad en los

diferentes grupos.

Ensayo de proliferacion

De dos ratones vacunados con cada plasmido (pVaxG5, pVaxF1 y pGQH) y PBS y que no
participaron en el reto, se obtuvieron los bazos 116 dias después del refuerzo. Los
esplenocitos fueron marcados con una solucion de ester de succinimidilo de
carboxifluoresceina (CFSE) 1 uM en PBS-BSA al 0.1%. Posteriormente, en una placa de
96 pozos se sembraron 5x10° células en medio RPMI suplementado (10% SFB,
antibioticos-antimicoticos, piruvato y B mercapto-etanol) por pozo. Se estimularon las

células con 0.25 Ul (en 100 uL de medio RPMI sin suplemento) de la vacuna antirrabica
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VERORAB (Wistar strain Rabies, PM/W1, 38-1503-3M) por pozo. En el caso del control
negativo se usdé medio RPMI sin suplemento. Todo el experimento se realiz6 por triplicado
incubando por 96 hrs a 37° C con CO> al 5%. Después de la incubacion, las células fueron
cosechadas, lavadas con PBS vy tefiidas con el marcador de viabilidad Viobility™ Fixable
Dyes viable marker (Miltenyi Biotec Cat. 130-109-814). Posteriormente las células se
fijaron con una solucion de paraformaldehido al 2% y para diferenciar entre células B,
células T CD4" y células T CD8" se tifieron con un coctel de anticuerpos de ratén que
incluye: antiCD19-PE directo (clona: 6D5), antiCD4-PE-Cy7 diluido 1:250 (clona:
REAG604) y antiCD3-PE-Cy5 directo (clona: REA641) (Miltenyi Biotec). Finalmente, las
células fueron resuspendidas en PBS para su inmediata adquisicion en un citdmetro de flujo

MacsQuant Analyzer 10. Los datos fueron analizados con el software FlowJo V.10.

Anadlisis estadisticos.

Los datos fueron expresados como Media + DESVES en el caso de las seroneutralizaciones
y los ensayos de proliferacion. Se empled ANOVA de uno o dos vias para el andlisis intra e
inter grupo. Las comparaciones post hoc se hicieron usando la prueba de Tukey. La
evaluacion de las diferencias en los datos de la curva de sobrevida fue analizada con una
prueba log-rank. Todos los analisis fueron llevados a cabo con el software GraphPad Prism.

V7.0. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P fue <0.05.
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V1. RESULTADOS

Sintesis de la secuencia del epitopo lineal G5 del virus de la rabia

La obtencion de la secuencia sintética de G5 (PS+G5) resulté en un producto de 189 pb y
fue de la siguiente manera: de la PCR de extension traslapada, se obtuvo un producto de
111 pb usando los primers G5AFw-G5BRYV el cual se denomin6 producto AB, y con los
primers G5CFw-G5DRvV se obtuvo un producto de 99 pb denominado CD. Para obtencion
del producto final de 189 pb se realizé otra PCR usando los primer G5AFw y G5DRv y

como templado los productos AB y CD.

AB CD G5 100pb

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. AB: fragmento de 111 pb. CD: fragmento de 99 pb.
G5 es un producto de 189 pb resultado de la unién del fragmento AB y CD por PCR de extension
solapada.

Una vez que se corrobor6 la sintesis de G5 mediante el tamafio del producto y la posterior
secuenciacion, se procedi6 a insertar dicho producto en el plasmido pVAX1® como se
describe a continuacién: de la PCR con los primers FpVaxFw y CpVaxG5Rv se obtuvo un
producto de 195 pb (debido a la adicién de las sefiales de inicio y fin de la transcripcién)

que al igual que el plasmido pVAX1® se digiri6 con las enzimas Xhol y Xbal, se corrié una
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electroforesis de los productos, se purificaron y se realizé otra electroforesis para verificar

su pureza y dejar dichos productos listos para ligar (Figura 5).

A

100pb G5 B 100pb G5 1Kb  pVAX1

3000
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:
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200 - -
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. A: Producto de PCR de 195 pb que corresponde a la
secuencia de G5 con sefiales de inicio y fin de la transcripcion. B: ADN de G5 y pVAX1 digeridos con
las enzimas Xho | y Xba |, puros y listos para la ligacion.

De las células E. coli DH5a transformadas con el plasmido pVAX1+G5 se seleccionaron
14 clonas al azar y se les extrajo el plasmido. La electroforesis mostré que 4 plasmidos (C2,

C6, C8 y C12) tenian un retraso en comparacion con el plasmido parental pVAX1 (Figura

6).

1kb pp C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9O C10 C11 C12 C13 C14 pp 1Kb
 —— =3
 —— — ]
S L E—1

3| - T |3
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o - 1 -
- - |-
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. C1-C14: Plasmidos extraidos de las 14 clonas
seleccionadas al azar. C2, C6, C8 y C12 mostraron un retraso electroforético. pp: plasmido parental
(PVAX1 vacio). 1Kb: marcador de longitud molecular en kilobases.
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Este retaso en el corrimiento electroforético, en las clonas 2,6,8 y 12 sugiere la insercion
del fragmento G5 en el plasmido pVAXL1. Después de realizar una PCR con primers
especificos para amplificar el fragmento G5 y la secuenciacién de los productos de los
plasmidos arriba mencionados, se obtuvo que el tamafio de los amplificados corresponde al
tamafio del fragmento G5, ademaés la secuenciacion indica que la secuencia es correcta

(Figura 7). De esta forma se obtuvo el plasmido vacunal que se denomind pVaxG5.

200 N .. -

Figura 7. A: Electroforesis de la amplificacion del control positivo G5 (189pb) y plasmidos de las clonas
2,6,8y12.

Sintesis de la secuencia del adyuvante molecular C3d-P28 murino.

Se sintetiz6 un templado de 126 pb que corresponde a la secuencia de adyuvante molecular
C3d-P28 mediante una PCR de extensidn solapada. Y posterior a la adicion de los sitios de
restriccion Hind 111 (5%), Xbal y una secuencia para el codon de paro en el extremo 3', se

obtuvo un producto con una longitud de 144 pb. (Figura 8A).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A). Perfil electroforético del fragmento P28 (144 pb)
sintetizado por PCR de extension solapada. B). G5 y P28 digeridos con Hindll1 y purificados, listos
para ligarse.

Se empleo la enzima Hindl1l para digerir G5 y el C3d-P28, cada producto fue purificado,
verificado por electroforesis (Figura 8B) y finalmente ligados. El producto de esta ligacion
denominado F1, se amplificé por PCR y se corrid en una electroforesis. Una vez verificado
el tamafio de 333 pb (la suma de C3d-P28 y G5) (Figura 9A), se digirié al igual que el
plasmido pVAX1, con las enzimas Xhol y Xbal (Figura 9B) para su posterior ligacion.

El producto de ligacion fue usado para transformar células competentes E. coli DH5a.

100pb G5 P28 F1 100pb  F1 PVAX1 1Kb
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100

A B

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A: Productos G5 (189 pb) y P28 (144 pb) sintetizados
por PCR digeridos y ligados (F1). B: F1 (333 pb) y pVAX1 digeridos con Xhol y Xbal y purificados.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (A) y 0.8% (B). A: 1Kb=Marcador de peso molecular

para muestras de alto peso. pp= plasmido parental pVAX1. C1-C4: plasmidos de las clonas obtenidas.

B: 100pb= marcador de peso molecular para muestras de bajo peso. F1= producto de PCR de la fusién
de G5 con C3d-P28. C1: Producto de PCR amplificado de la clona con retraso electroforético.

Se obtuvieron 4 clonas despueés del proceso de transformacion. En la Figura 10A se puede
observar que la clona 1 muestra un claro retraso electroforético, con respecto al plasmido
parental pVAX1, incluso con el plasmido pVaxG5, lo cual nos indica que la insercion fue
exitosa. Posterior a la amplificacién por PCR con primers especificos para amplificar el
fragmento F1, en el carril de la clona 1 (C1) se aprecia una amplificacion (Figura 10B). Las
clonas C2 aC4 no mostraron el mismo retraso (Figura 10A), y al correr la PCR no hubo
amplificacion. Los productos de PCR fueron secuenciados y se observo que la secuencia de
la clona 1, es la que mantuvo homologia con la secuencia original de G5-C3d-P28. De esta
forma se confirmo que la secuencia es correcta y se designdé como pVaxF1 al plasmido

vacunal que contiene el epitopo lineal G5 y el adyuvante molecular C3d-P28.
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Produccién de Vacunas

De cada plasmido vacunal se realiz6 un cultivo en 500 mL de medio BHI caldo-kanamicina
durante toda la noche, y su correspondiente extraccion-purificacion, mediante el uso del Kit
EndoFree® Plasmid Mega kit (QIAGEN®). Se obtuvieron 1.5 mL de cada plasmido a una
concentracion 1.4 pg/uL del plasmido pVaxG5, 1.9 ug/uL del plasmido pVaxFly 3.2
ug/uL del plasmido pGQH (pGQH fue producido en medio BHI caldo-ampicilina). La

electroforesis mostro la integridad y el tamafio adecuado de cada plasmido (Figura 11).

1kb pGQH 1kb pVaxG5 pVaxF1

8kb—
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Figura 11. Electroforesis en gel al 0.8% de los pldsmidos vacunales A) pGQH (7kb): codifica para el
gen completo de la glicoproteina del RABV (530aa). B) pVaxG5 (3.1kb): codifica para el epitopo lineal
G5 de la glicoproteina del RABV (57aa). pVaxF1 (3.3kb): codifica para G5 y el adyuvante molecular
C3d-P28 (99aa).

Expresion de proteinas recombinantes.

De la transfeccién de células BHK-21 con los plasmidos pVaxG5, pVaxF1y pGQH, se
obtuvieron las proteinas totales de los sobrenadantes y fueron evaluados mediante dot blot
para verificar el reconocimiento de cada uno de los epitopos (G5, C3d-P28 y G) por

anticuerpos especificos (anti G de rabia y anti C3d murino) (Figura 12).
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Figura 12. Dot Blot en papel de nitrocelulosa 0.45 um. Cada punto contiene 20 pg de proteinas totales.
pVaxF1: codifica para G5 y C3d-P28. pVaxG5: codifica para G5. pGQH: codifica para toda la
glicoproteina del RABV. RABV: virus rabia. CC: control de células sin transfectar. Anticuerpos: A)
Anti-C3d (1:1500). B) Anti-RABV diluido 1:100.

Después del revelado se observa que el anticuerpo anti C3d detecta la proteina
recombinante obtenida de la transfeccion con el plasmido pVaxF1 (Figura 12A). Por otro
lado, la proteina recombinante G5 resultante de la transfeccion con pVaxF1, pVaxG5 fue
detectada por el anticuerpo anti RABV, asi como la glicoproteina G, resultado de la

transfeccion con el plasmido pGQH (Figura 12B).

Inmunizacién y reto.

Como parte del esquema de inmunizacion se obtuvieron en promedio 500 pL de sangre de
cada animal y de alli se obtuvieron alrededor de 100 uL de suero que fue almacenado a -

70° C hasta su uso en la prueba de seroneutralizacion. En cuanto a la inmunizacion, se

34



inocularon 20 pg de plasmido vacunal diluido en 50 pL de PBS pH 7.0 via IM. En el reto,
se administraron 22DLsog Via IC en un volumen de 30 pL. Los tiempos se muestran en el

siguiente esquema (Figura 13):

Inmunizacién c/ADN (20p.g/50ul) Reto(22DL50%)

-10 15 30 45 90 91 112
. ‘. . "

-
-
wnnnes
__.__
mmma-

Periodo de observaciéon

Toma de sangre

Figura 13. Esquema de inmunizacion y reto. Se tomo6 una muestra de sangre pre-inmune (dia -1), al dia
15, 45 y 90. Se inmuniz6 al inicio (dia 0) y se aplico un refuerzo al dia 30. La inoculacién de la cepa de
reto via intracraneal, se realiz6 al dia 91. Posteriormente los signos clinicos de los animales fueron
observados y registrados durante 21 dias.

Ensayo de seroneutralizacion.

Los sueros fueron descomplementado a 56° C/30 min y se utilizaron para los ensayos de
seroneutralizacion de la infeccion del RABV en células BHK-21. Después de determinar el
namero de UI/mL en cada uno de los ratones, se obtuvieron los resultados mostrados en la

figura 14.
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Figura 14. Namero de Ul/mL obtenidas en los dias 15, 45 y 90 post inmunizacion. La linea punteada
marca 0.5 Ul /mL que es el nivel minimo de VNAS necesarios para considerar que un animal esta
protegido contra el RABV segun la OMS. (*) P = 0.0157; (**) P > 0.0020; (***) P > 0.0002; (****) P <
0.0001.

Como se observa en la gréfica (Figura 14), la mayoria de los animales a los que se les
administraron los plasmidos pGQH (9/10), pVaxG5 (9/9) y pVaxF1 (9/10) muestran un
nivel de VNAs superior a las 0.5 Ul/mL al dia 15 post-inmunizacion. Y el grupo
inmunizado con pVaxG5 fue el mas alto (5.3 Ul/mL £1.4) en comparacién a los grupos
inmunizados con pGQH y pVaxFl (3.8 Ul/mL P=033 y 3.8 Ul/mL P=0.31
respectivamente) al dia 15 post-inmunizacién. Sin embargo, en dias posteriores, se observa
que el nivel de VNAs en los animales inoculados con pVaxG5 va disminuyendo
gradualmente (al dia 90, 1.6 Ul/mL + 2.2). Por otro lado, la inmunizacion con pVaxF1
indujo una respuesta sostenida de VNASs, manteniendo un nivel de 3.7 Ul/mL + 2.2 hasta el
dia 90. Esto también fue observado en los sueros de los animales que recibieron la vacuna

pGQH, que codifica para la glicoproteina completa del virus (3.6 Ul/mL = 2.0). En los
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sueros de los animales inmunizados con PBS no se observaron VNAs (<0.5 Ul/mL £0.14)

durante todo el ensayo.

Reto

Para determinar si las vacunas pVaxG5 y pVaxF1l protegen frente a una infeccion por
RABYV, los animales inmunizados con dichas vacunas fueron infectados por via IC con
22DLsoy de virus de reto CVS al dia 90. Posterior a la infeccion los animales fueron
monitoreados por 21 dias llevando un registro de sus signos clinicos y la sobrevida.

Como se observa en la figura 15, la sobrevida del grupo inmunizado con pVaxG5 fué del
77%, 27% mas en relacion al grupo PBS. En los animales inmunizados con pVaxF1 y el
grupo pGQH la sobrevivida al reto letal con virus CVS fue del 100%, 50% mas en relacion
al grupo PBS. EIl analisis de la curva Kaplan-Meyer por la prueba Log-rank, mostro
diferencias significativas entre el grupo pVaxFl y el grupo PBS (P=0.025) y entre los

grupos pGQH y PBS (P=0.017).
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Figura 15.- Gréafica Kaplan-Meier que muestra la sobrevida de los animales de los grupos: pGQH, G5,
FlyPBS.
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Evaluacién de signos clinicos.

El efecto de la vacunacion sobre los signos clinicos, fue un aspecto interesante que
coincidio con los resultados obtenidos en las seroneutralizaciones y la sobrevida. Para
poder cuantificar los signos clinicos de la rabia observados, se asignaron valores
dependiendo de la gravedad, basandonos en valores reportados por Takayama-lto y

colaboradores (71). Los valores se muestran en la siguiente tabla.

Signos Puntos
Sin signos 0
Pelo Hirsuto 1
Encorvado 2

Paralitico/sacrificio 3

Tabla 2. Puntaje de los signos clinicos de la rabia, basados en (58) dependiendo de la severidad.

La mayoria de los animales del grupo pVaxF1 no mostraron signos clinicos de rabia, si
bien tres mostraron pelo hirsuto en el dia 14, en los dias subsecuentes los signos
desaparecieron y ninguno mas mostro signos clinicos de la enfermedad. Basados en los
valores de la tabla 2, al dia 21, los animales del grupo pVaxF1 obtuvieron una puntuacion
de cero. El grupo de los animales inoculados con pGQH obtuvo una puntuacion final de
0.3, debido a que 4 animales iniciaron con signos de rabia al segundo dia pi, tres de ellos
con pelo hirsuto se recuperaron en los dias 3, 4 y 8, el otro ratdn (encorvado) se mantuvo
enfermo, con pelo hirsuto hasta el final de la observacion. Ademas, otros 2 ratones
enfermaron los dias 9 y 17 y se mantuvieron con pelo hirsuto hasta el dia 21. Los animales
inoculados con pVaxG5 mostraron una puntuacion final de 0.66, debido a que dos animales
mostraron signos de la enfermedad (uno pelo hirsuto y el otro encorvado) el dia 7 y fueron
sacrificados los dias 8 y 9 respectivamente. Los restantes 7 animales no mostraron signos

de la enfermedad. El grupo control PBS mostrd signos de rabia desde el dia 2 (pelo
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hirsuto), uno fue sacrificado en el dia 4, dos mas se sacrificaron en el dia 9 y otro mas en el
dia 11. Los restantes 4 animales mantuvieron con pelo hirsuto hasta el dia 21 (puntuacién =
2) (Figura 16).

Si bien la sobrevida en todos los grupos vacunados con plasmidos es superior al 80%, la
variacion en el titulo de VNASs se ve relacionada con la aparicion de los signos clinicos en
los animales. Los ratones que muestran bajos niveles de VNAs desarrollan algin signo
clinico de la enfermedad, e incluso no sobreviven al reto como en el caso de los dos ratones

del grupo pVaxG5.
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Puntuacion de signos clinicos
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Figura 16. Puntaje de signos clinicos de rabia dependiendo la severidad de la enfermedad.

Proliferacion.

Posterior a la estimulacion de los esplenocitos con virus RABV, se observo que las células
de los animales inmunizados con las diferentes vacunas ADN mostraron una respuesta
proliferativa especifica contra el virus. La figura 17A muestra una alta proliferacion de

células B en los animales que recibieron las vacunas pVaxF1 y pGQH, sin embargo,
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pVaxF1 muestra diferencias estadisticamente significativas (P= 0.044) con el grupo control
PBS.

Si bien pVaxG5 mostré una proliferacion de células B similar a pVaxF1y pGQH, el grupo

pVaxG5 no mostro proliferacion especifica de células T CD4" y T CD8*. Por otro lado, los
grupos pGQH y pVAXF1 mostraron una proliferacion similar tanto en células T CD4" (13

y 12% respectivamente) como en células T CD8" (16 y 17% respectivamente). Figura 17B

y 17C. Finalmente el grupo control PBS mostré baja o nula proliferacion de las poblaciones

de células analizadas (células B = 2.3%, células T CD4" = 0.4% y células CD8" = 0%).
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Figura 17. A: proliferacién de linfocitos CD19* (células B); B: proliferacion de linfocitos CD4* (células
T cooperadoras); C: proliferacién de linfocitos CD8* (células T citotoxicas) n=6.
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VII. DISCUSION

El desarrollo de vacunas a base de ADN para la prevencion de enfermedades infecciosas es
un campo relativamente nuevo y amplio en nuestro pais. EI mejoramiento de las vacunas
contra la rabia representa un reto debido a la alta efectividad de las vacunas tradicionales,
sin embargo, la naturaleza proteica del antigeno presupone un manejo especial que, sumado
a los altos costos de produccidn, las hacen prohibitivas en paises donde la rabia es un
problema de salud publica. En ese sentido, las vacunas ADN representan una alternativa
viable y de bajo costo.

En este trabajo se presentd un modelo de vacunacion a base de ADN. Se empleo la
secuencia genética que codifica para el epitopo lineal G5 (en este caso se uso la secuencia
de la cepa CVS). G5 es un péptido de 38 aminoacidos que forma parte de la glicoproteina
del RABV, en forma de polipéptido, ha demostrado inducir VNAS y generar proteccion
parcial (49, 50).

Ademas, como adyuvante se uso la secuencia genética que codifica para el péptido P28,
que es un fragmento de la proteina C3d del complemento (P28-C3d) y es el sitio minimo de
unién de C3d al receptor de complemento 2 (CR2) (44) de células B y células dendriticas
foliculares (CDF) principalmente. De manera general, la union C3d-antigeno al CR2
mejora la respuesta de células B y células dendriticas foliculares (72), promoviendo la
retencion del antigeno por CDF (73), estimulando la unién al BCR de células B, lo que
disminuye el umbral de activacion, induce el cambio de isotipo e hipermutacion somatica,
asi como la generacion de memoria (74). Ademas, ha sido utilizado como adyuvante
molecular en varios modelos de vacunacién induciendo altos niveles de anticuerpos

protectores (67, 57, 68). Por lo que en este trabajo se construyeron dos vacunas, pVaxG5,
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que incluyd el epitopo lineal G5, esto para evaluar el efecto de G5 en la induccién de VNAS
y la proteccion contra el RABV y pVaxF1 que codificd para G5 y C3d-P28 para evaluar el
efecto adyuvante de P28 en la mejora de la respuesta en la induccién de VNAs y
proteccion. Ademas, se compar6 con la vacuna pGQH que codifica para la glicoproteina
entera, que es capaz de inducir VNAs y proteccion contra el RABV (46, 42, 43, 44, 45).

El epitopo lineal G5, derivado de transfeccion de ambas vacunas fue reconocido por
anticuerpos especificos contra rabia y en el caso P28-C3d derivado de la transfeccién con
pVaxF1, también fue reconocido por anticuerpos especificos contra C3d (Figura 12). Estos
datos nos indican que las construcciones moleculares fueron correctas y los péptidos
derivados de la transfeccion emularon a la proteina nativa, lo que nos sugirié que sus
propiedades inmunogénicas fueron conservadas.

Con estos datos, se procedio a evaluar la induccién de VNAs y la proteccion que pudieran
conferir las vacunas en un modelo in vivo (ratones BALB/c). Como resultado, los sueros de
los animales vacunados con pVaxG5 y pVaxF1 mostraron niveles protectores de VNAS
contra la rabia (>0.5 UI/mL) desde el dia 15. Lo mismo fue observado con la vacuna
control pGQH, que codifica para la glicoproteina entera del RABV. En contraste los
animales a los que se les administré PBS no mostraron niveles protectores de VNASs (<0.5
Ul/mL) (Figura 14).

El titulo de VNAs de los animales inmunizados con pVaxG5 fue el mas alto (5.3 UI/mL
+1.4), sin embargo, fue disminuyendo del dia 45 al 90, lo anterior se vio reflejado en una
proteccién parcial (sobrevida 27% mas que el grupo PBS) y en la presencia de signos
clinicos (puntaje de los signos clinicos = 0.66) (Figuras 14, 15 y 16). Por otro lado, se
observo una respuesta sostenida de VNAS en los animales que recibieron la vacuna pVaxF1

(> 3 Ul/mL) durante todo el periodo de inmunizacion (90 dias). Ademas, la sobrevida de
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los animales de este grupo fue significativamente la més alta (50% P = 0.025) con respecto
al grupo PBS (Figura 14 y 15). Y los animales inmunizados con pVaxF1, no mostraron
signos de la enfermedad (puntaje de signos clinicos = 0) (Figura 16). Lo anterior mostrd
que la antigenicidad de G5 fue potenciada por el adyuvante C3d-P28.

El papel bioldgico de proteina C3d como opsonizante de antigenos y estimuladora de
células B, CDF y algunas poblaciones de células T (60, 57) ha sido aprovechado para su
uso como adyuvante en varios modelos de vacunas contra virus y ha demostrado potenciar
la respuesta de células B T dependientes (62, 63, 64, 65). En CDF la presencia de altos
niveles de CR2, esencial para la retencion del antigeno por largos periodos de tiempo,
promueve el mantenimiento de los centros germinales, hipermutacion somatica y memoria
inmunoldgica de largo plazo en células B (73).

Ademas se ha reportado una induccion de respuesta inmune mediada por células CD4" y
CD8" por vacunas ADN contra la rabia basadas en G (75, 76). Debido a que se observé una
respuesta sostenida de VNAs en el grupo inmunizado con pVaxF1, no se descarté una
respuesta T dependiente, considerando que las responsables de proveer ayuda a las células
B en los centros germinales son las células T foliculares (77) se evalto la proliferacion de
celulas T del bazo en los ratones vacunados. Los animales vacunados con pVaxF1
mostraron proliferacion de células T CD4" y CD8" significativamente mas alta que la
exhibida por los animales vacunados con pVaxG5. Aunque la vacunacién con pVaxG5
provee estimulo inicial para la proliferacion de células B CD19" necesarias para la
produccién de anticuerpos, esta no fue suficiente para promover la proliferacién de células
T especificas para antigenos de rabia. Las diferencias en la proliferacion de células T CD4*
y CD8" de los animales vacunados con pVaxG5 y pVaxF1 puede ser explicada por la

influencia de factores relacionados a la vida media del antigeno y la persistencia del epitopo
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recombinante G5. De hecho, es necesaria una exposicion prolongada del antigeno para una
expansion clonal éptima y el desarrollo de las funciones efectoras de las células T CD4" y
CD8" (78, 79). Para determinar si los péptidos recombinantes G5-C3d-P28 son retenidos
por las CDFs se requieren trabajos adicionales.

Las células T CD8" estan involucradas en la eliminacion de células infectadas por virus
(80). Recientemente Lou y colaboradores (81) desarrollaron una vacuna contra la rabia la
cual incluye IL6 como adyuvante molecular, resultando en el mejoramiento de la
produccion de VNAS y una rapida eliminacion del RABV de las células hospederas
mediante células T CD8*. De acuerdo con esto, nuestros resultados en la respuesta
proliferativa de células T CD8" en el grupo pVaxF1 sugiere que esta subpoblacion celular
esta asociada con la mejora en los signos clinicos en los animales.

Como se ha observado en otros trabajos (82) la presencia de adyuvantes moleculares como
Myd88 en vacunas ADN contra la rabia, mejora la proteccién reflejada en la sobrevida de
los animales, debido a su efecto en diversas vias que inducen la formacion de citocinas pro
inflamatorias. A diferencia de Myd88, el efecto de C3d-P28 esta enfocado a estimular
especificamente la induccidn de células plasmaticas y la retencion del antigeno en centros
germinales por CDFs.

La variabilidad intra-grupo observada en los titulos de VNAs, sugiere que la transfeccién in
vivo no fue homogeénea. A este respecto, un factor que puede reducir la eficacia de la
entrega de ADN por la via intramuscular, es que la mayoria de las células que toman el
ADN son células musculares que por si solas no son capaces de iniciar una respuesta en
células T (83), ademas de que hay bajo numero de células presentadoras de antigeno dentro
de este tejido (84, 55). Sin embargo, el titulo de VNAs en los grupos pVaxG5 y pVaxF1

excedio las 0.5 UlI/mL en todos los casos.
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VIIl. CONCLUSION

- Se demostro que el epitopo lineal G5 es un candidato potencial para el desarrollo de
vacunas ADN contra la rabia, ya que la vacuna pVaxG5 indujo niveles protectores (>0.5
Ul/mL) de VNAs y proteccidon parcial (27%) contra el reto.

- Con la adicion de la secuencia genética de C3d-P28 como adyuvante molecular al epitopo
lineal G5 (vacuna pVaxF1), se mejoro la respuesta inmune de anticuerpos, ya que la
produccién de VNAS se sostuvo durante mas tiempo y la sobrevida aumento al 50%,
(similar a la obtenida usando la vacuna pGQH que tiene la secuencia completa de la
glicoproteina).

- Si bien, se detect6 proliferacion antigeno especifica de células T CD4" CD8" en los bazos
de los animales vacunados con pGQH y pVaxF1, s6lo en los bazos de los animales
inoculados con pVaxF1 se observé proliferacion de células B.

- En comparacion con los otros grupos, los ratones vacunados con pVaxF1 no mostraron
signos clinicos de la enfermedad después del reto letal con 22DLsos del virus de desafio
CVS al dia 90.

- Finalmente, el uso del epitopo lineal G5 fusionado al adyuvante C3d-P28 puede ser una

alternativa en el desarrollo de una nueva generacion de vacunas ADN contra la rabia.
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Habies DA vacrines based on full-length glycoprotein () indece vines. neutralizing ankibody (W84
responses and prodect azaans the virus challenge. Although conformational epitopes of G are the main
target of VMAS, some studies have shown that 2 polypeptide linear epitnpe 5 s also able to indoce
VNAS. However, 2 G3 DNA vaccine has not been explored. While multiple doses of DNA varoines are
requited in nrder bo confer & protective immmme respanse, this could be overcome by the inclusion af
€3d-r28. 2 molrcular adjirant is kmow to improve the antibody response in several anti-virsl vaooine
maxdels. Te mdwece and enhance the immune response against rabies in mice, we evaluated mwo DNA vac-

EM“ AT cines bhased pa the linear epitope G3 of Rabies 1.'|r!.1.: [RAEV] glpcoprotein (pVaxt 3 vaccine ) and another
Linesr cpitope €3 wacrine consisting of C3 fused o the molecular adjuwant C3d-F28 | pWanFl vacoine |. VNA resporses were

measured in mice immmumized with both vaccmes. The VMA levels from the group immumized with
pVanG3 decreased gradaally, while those from the group waccinated with pVaxFl remained high
throughout the experimental stisdy. After challenge with 22 1D30 of the Challenge Vines Strain (CWS),
the survival rate of mice immumized with pVaxc3 amd pvaxFl was imcrezsed by 273 and 30% respec-
tively, in romparispn o the PBS group. Farthermare, the m viiro profiferation of anbi-rabies specific
spieen CD4+ and CDE* T cells from imice immaundeed with pvasFl was observed. Collectieely, these
results sugpest that the limear C3 epitope is 2 potential candidate vacomne. Furthermore, the addition of
4 C3d-r28 adjuvant contriboted to enhanced protecon, the sastained prodoction of YrAs, and 2 specific
T-rell pruliferative response.
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1. Introduction

Rabies is a global zoonatic disease resulting from infection with
2 single-stranded RNA virus of the genus Lyssavirus that causes
acute, progressive, and fatal encephalomyelitis in mammabs.
Although rabies is a vaccine-preventable disease, the World Health
Organization reports that there are 59.000-61000 human deaths
resulting from rabies every year. These occur mainly in Africa
and Asia regions |1-3],

Human pre- and post-exposure treatment s and animall vaocing-
fions are the main methods for rabies prevention and controd [4,5]
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A considerable niamber of rabies vaccines have been produced
since the early 19th century [B-81 The classical rabies waccines
[Eve-attenuated or inactivated vimes) are required in high and
multiple doses [9 20 The potential reversion to vinukence of live
attenuated vaccines remains a huge concern |4 At the same time,
recombinant or subunit vaccines, wsed in waldlife vaccination, rep-
resent an advance in stahility [ 11 [4]. Nevertheless, production of
these vaccines is expensive, making them unaffordable in dewelop-
ing countries where they are needed | 15]

Alternatively, plasmid DMA vaccines avoid the use of patho-
genic viruses during their manulacture, and they are stable at room
temperatre. This reduces their cost and makes them affordable in
deweloping countrees. Furthermore, it is possibie to modify and)or
wary the number of target genes or fo express chimenic genes in
their design | |5}
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Rabies DNA vaccines based on the complete glycoprotein [G)
sequence [17-19] induce virus newtralizing anfibodies (WVMNAs]
and protect against viral challenge in pee- [20-273] and post-
exposure animal models [24.25] Since most VMAS hind to confor-
mational epitopes of G [2&], the integrity and proper conformation
of the & cpitopes are critical to induce 3 protective (VA > 0.5 1L
mil} immune response [ 27 |. Futhermore, G contains linear epitopes,
including the linear epitope G5 {amino acids 244-281). This anti-
gen does not depend on the native conformation of G to generate
newtralizing antibodies [23]. In addition, the anatysis of its sec-
ondary structure revealed a helical section with the same epitope
charactenstics in T cells, adjacent to the central sequence of the
G5 newtralizing epitope |29]. G5 is conserved in most rabées fixed
[ CVE, SAD, ERA. FLURY. and PV} and street strains and is capable of
inducing WNAs and partial protection when used as a polypeptide
|27.28,30 31 However, a G5 DNA vaccine has not been explored.

Although DNA vacoines require high and multiple doses w
imduce a protective immune response, they can be improved by
the inclusion of a moleowlar adjuvant | 16]. n this regand, the fusion
of nucleotide sequendes of (3d (complement component] or its
minimum-hinding domain C3d-F28 to epitopes in DNA vaccines
enhances the antibody response by directly interacting with com-
plement receptor 2 (CR2/CD21) on B cells (32 33]. For these rea-
sons, the purpese ol this article was to develop and evaluate two
rabies DINA vaccines which are based on the linear epitope G5 of
Rahies Virus [RARV) glycoprotein [pVaxG5 vaccine) and G5 fused
to the molecular adjovant C3d-F28 (pVaxF] vacanel

In this study, the humoral and cellular immure responses
induced by the pVaxG5 and pVaxFl vaccines were evaluated in a
mouse model. The vaccine pVaxF| induced a sustained VMA
response charactenized by titers higher than 3 1Uiml after two
immumnizations. In addition, the surwival rate observed in the
pVaxFl group was improved by 502 relative to that observed in
the PBS group. Importanthy, spleen T-cells from vaccinated mice
with pVaxFl exhibited the highest levels of anti-rabies specific
proliferation. Collectively, these results demonstrate that the addi-
toon of (3d-P28 adjuvant to inear epitope G5 enhanced protectson,
inducing a sustained production of YNAs and a specific T-cell pro-
liferative response in mice.

2. Materials and methods

2], Cefl, virus and amimeals

BHE-21 cells were maintained in Eagle's Minimal Essential
Medium [MEM) (InVitro) supplemented with BY fetal bovine
serum {5FB) at 37 “C. The Pasteur Virus [PV strain was propagated
for the neutralzation assay in BHK-21 cells. The challenge wirus
strain (CVS) was propagated in suckling BALB/c mice. For the
immunization test, three-week-old female BALBc mice were
maintained in specific pathogen-free environmental conditions
with water and focd ad lihitum. All animal care and experiments
were camied out in accordance with Norma Oficial  Mexicana
NOM-062-200- 10949 [ national guidelines) and all protoools were
ap by the IMSS Local Research and Bioethics Committes
[Mo. 2002-3603-85)

22 Cemetic engineerieg and straims

To generate the DMA vaccines that encode linear epitope G5
alone or fused to the O3d-P28 adjuvant, the pVAX1e plasmid
[Invitrogen-life Technobogies™; Palo Alto, California, USA] was
used a5 an expression vector. An overlapping extension PCR strat-
egy was wsed to generate synthetic genes. Brielly, to generate the
amplicans G3A [the signal peptide and Kozak site] and G358 (the

G35 epitope), the primer pairs G3AFw - G3B(Rv and GSC/Fw -
GSDVRv were used, respectively. Subsequently, PCR was performed
using amplicons G3A and G5B as templates and primers G3A/Fw
and G50/Rv to generate G with adapters Xhol and Hindlll The
G5 was restricted and cloned into plasmid pVAX1e plasmid, to
generate plasmid pVaxGi

To generate synthetic murine C3d-P28, a similar PCR strategy
with oeerlapping primers P28T(Fw and P28T{Rv was used. The
resulifing amplicon C wias used as a template in a second PCR to
inchusde adapters Hindill and Xbal {amplicon D). Finally, amplicon
D and amplicon G5 were digested with the Hindlll enzyme and
then ligated with T4 ligase (New England Biolabs™]. The ligation
product was amplified by PCR, restricted and cloned ingo plasmid
pVAX] ¢ to generate plasmid pVaxFl.

Escherichia coli DHS» strain (SupEdd Tiac 169 B0 lac ZvM 15
hsd RIT recAl endAl gyrA 96thi-lrelAl; GIBOOD™) was trans-
formed with the p¥axG5 and pVanFl constructs. All standard
mabecular biological techniques and cloning methods were per-
formed as describe by Sambrook and Rusell |34]. Al recombinant
plasmids were werified by PCR and confirmed by Sanger sequenc-
ing using the Biglye* Terminator Cycle Sequencing Kit [Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA] with the pVaxG3P2BFw and
pVaxG5P2E/Rv primers. Sequendng reactions were performed in
an ARl Frism 310 genetic analyzer (Applied Biosystems) The
oligenucleotides used in this study are presented in Supplemen-
tary Tabde 1.

23 Vaccme production

Masmid vacoines | pVaxG5 and pVadr] | were purified from cul-
tures of E. coli using an EndoFree® Plasmid Mega kit (QIAGEN™).
Electrophoresis in 1% agarose and specirophotometric anakysis
were performed o verify the integrity, puarity and concentrationof
plasmid. The plasmids vaccnes were stored at - 70 °C until use.
The control pGOH plasmid [encoding a whale RABY glycoprotein]
was produced as previously repoeted [22].

2.4 Tromsfectson and profein detection

For protein expression, BHK-21 cells were transfected with
pVaxG3, pVaxFl and pGQH using the Lipofectamine® 2000 Trans-
fection Reagent (Invitrogen ) following the mamufacturer's instroc-
tions. After 48 I the recombinant proteins were recovered from
the lysed cells and supernatants.

To detect the recombinant peoteins, @ dot-blot test was per-
formed. Twenty micrograms of total proteins were dropped and
dried directly onto a nitroceflulose membrane 045 im {BE0-
RAD}L Membranes were blocked with TTBS buffer [Tris 50 mM,
MNaCl 0.5M and Tween-20 0.05X) plus 53X lactose-free milk and
were wiashed for 10 min with TTBS buffer (washing buffer].
Immunodetection  was  performed  with  angi-rabies-human
immunogiohulin (Berirab® P, CSL Behring) at a dilution of 1:100
or anti-CId-Goat antibody (RED Systerns) at a ditution 1:1500 as
primary antibodies. After washing, membranes were incubated
with HRP-Goat anti-buman 1gG (ZyMax™ ZYMED"] at a 1:5000
dilution or HRP-Rabbit anti-goat IgG [ZyMax™ TYMED*] at a
1:3000 dilution. All immune reactions were incubated at 37 <C
with shaking and revealed with 0LU3% diaminchenzidine (DAB}
and 35% H.0..

25 [mmunizehon and chollenge experiments & mice

A single immumization and challenge experiment was per-
formed. For immunization, 2 doses (day [ and booster on day 30)
of 20 jig of DNA dituted in 50 i of PES were incculated by an intra-
mauscular rowte (IM ). Three groups of mice were immunized with
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plasmids pVax(G3 [n=09) p¥axFl (n=10}, and pGOH (n=9] A
sham-immunized group with PBS (n=8) was also used. Sample
sera were collected on 15, 45, and 90 days after the first immuniza-
tion. Om day 91, all groups were challenged by an intra-cerebral
route (ic] with 22 LD50 of CVS (Fig. 2A). Mice were observed for
21 days post-infection [pi} with the daily recording of their sur-
wival and the clinical signs of each group. Any deaths occuring in
the frst three days after challenge were treated as wirus non-

specific.
2. Rapid flucrescence focus inhibirion rest (RFAT)

To determine the VA titer against RABY, serum that was heat-
inactivared at 56 “C for 30 min was uwsed in the standard rapid fAu-
orescent foous inhibition test (RFFIT) [ 35 Anti-rabies fuorescent
conjugates (moenoclonal anti-nuckeccapsid FUNIREBIO™) were wsed
o demaonstrate RABY infection in a UV light inverted microscope
[Olympus IMT-2) Antibody titers were expressed in International
Units per milliliter (1U{m]] using serum at a 10 1U}m] concentration
a5 a reference. VNA levels above 0.5 [IUjml are considered protec-
tors [35]

27, Evaluation of dlimical signs

After challenge, animals were observed daily for 21 days ©
detect any signs of rabies |35 The disease severity was scored fiol-
lowing a modified classificanion of Takayama-lto [35]: no signs of
rabies [ Score 0L ruffled fur (Score 1), hunched-back posture {Score
2], and early signs of parakysis {Score 3}

2.8 Cell proliferation assoys

Spleens from two vaccinated mice of each group were obtained
116 days afier boosting. Splenocytes were labeled with CFSE [Car-
booyfiworescein Diacetate Succinimidy] Ester) and cultured at 5 «
WP cells per well in 96-well plates [Nunc™) Splenocytes were
stimulated in triplicate either with a VERDRAB rabies vaccine
(025 10} well] or medium alone at 37 <C under 5% (02, After 96 b
of incubation, cefls were harvested, washed with PRS. and stained
with Viohility™ fixable dyes viable marker | Miltenyi Biotec]. Cells
were fixed with 2% parformaldehyde and were stained with a sur-
face antibody cocktaidl, including antiCDI9-PE {clone: 605
antiCD4-PE-CyT (clone: REAGD4) and antiCD3-PE-Cy3 (clone:
REAB41) mouse antibodies [Miftenyi Biotec). Fimally, cells were
suspended in PBS for their immediate acquisition on a MacsQuant
Analyzer 10 Aow cytometer. Data were analyzed using Flow]o soft-
wire v.10

Far the seroneutralization and proliferation aszays, the data are
expressed as the Mean 2 SEML. Intra- and intergroup statistical
analysis were performed by one-way or bwo-way ANOWA. Tukey's
test was used for post hoc comiparsons To assess differences in the
survival curve, data were analyzed with a log-rank test. All analy-
ses were performed in GraphPad Prism softeare v.7.0. Differences
were considered significant at a P value < 05,

3. Results

1.1. Construction end expression of recombimant vaccone vectors
in witra

T assess the potential use of G5 epitope as a DNA vactine and
the adjuvant effect of C3d-P28 complement, two plasmids were

engineered in pYAX1", generating the vaccines p¥axG5 and chi-
menc p¥axFl [Fig TA)L These vaccines contained the synthetic
G5 gene (189 bp] and fusion G3-C3d-P28 (333 bp), (Fiz. 1BL To
establish whether the recombinant protein G5, encoded in pVaxG3
and p¥axFl, is recognized by anti-rabes-human immunoglobutin,
proteins from cell lysates were assayed by dot-blot analysis at 48 b
post-transfection. As shown in Fig. |C, the positive recognition of
recombinant proteins G5 and G5-C3d-F28 by anti-rabies-human
antibody was observed. In addition, recombinant C3d-P28
expressed i cells transfected wath pVaxFl was recognized by

3.2. DNA vocrines p¥omGS amd pVoxF] induced VNA ogoinst RABY in
ATiCe

To evahate the YNA response induced by DINA vaccines, BALBc
mice were immumnized with 20 g of DNA using the immunization
schemes described in Fg 1A Seroconversion | >0.5 IU/ml} in mice
immunized with pWaxCG5 [9/9) and pVaxFl (9{10) was chserved
from day 15. On all days. the ANOVA test showed significant differ-
ences between the growps [P value < D001 ), while the Tukey anal-
wuis showed differences between all groups compared to the PBS
group (P value < .01] except on day B0, for which PBS wvs pVaxG3
did not show significant differences. Titers of VMNAs in the pVaxG5
group were higher at day 15 (5.3 [Ujml £ 1.4) than those induced
by the pGOH and pVaxF] waccines (3.8 1Ujml 2 2.2 and 3.8 IUjml
£ 23, respectively). Nevertheless, the Tukey analysis did not show
significant differences. Titers of YNAs in the pVaxG5 group
decreased at day 90 [ 1.6 1Ufml £2.2) while in the pWaxFl group,
they instead showed sustained VA levels of 3.5 [Ujml £ 2.2 until
day 90. No VNAs were abserved in the immunized PBS group (<0
SUjmi2014) (Fiz. ZBL The ANODVA test on days 45 and 90
showed significant differences between the P85S group and all vac-
cinated groups (P value = 0157) except the pVax(3 group on day
90 All groups showed high lewels of vaniation. These resubts show
that DA vaccines encoding the RABY recombinant G5 epitope
were able to prime B cells for the production of VNAs against RABY.

3.3, Vaccination with pVoaF] produced an improvement in survival

To evaluate whether the pVaxiG3 and pVaxF1 vaccines can elicit
protective immunity against RABY in mice, a challenge test with 22
LD50 of CVE was performed. The survival and clinical signs were
manitored for 21 days, Considering the 50% survival rate of ani-
mals in the control PBS group, the survival shown in the pVaxl5
and p¥axF] vaccinated groups increased by 27.7% and 50, respec-
tively. The cunve analysis by the Log-rank test showed significant
differences between pVaxF]l vs PBS (P = 025) and PES vs pGQH
[P=.017) Although the survival of the PFBS group would estimate
that at beast 50% of the mice in all groups survived, there is a sta-
ustically significant increase in the survival of the pWaxFl group
[ valise = 025) unfike that observed in the pVaxG3 group (P
value - 7] [Fig 1)

Maost animals from the pVaxF1 group did not show clinical signs
of rabies. While three mice showed muffled fur on day 14, none of
the animals in this group showed clinical signs on the following
days. Based on the values of the clinical scores described in Sec-
tion 2.7, animials from the pWaxFl group had a mean score = 0. Ani-
mals from the pGQH group had a mean score of 0.3 because four
animals started with rabées signs on the second day pi. Another
animal started to show signs on day nine, and one more started
to shiow signs on day 17 Three of them recovered until day seven
pi. while the remaining three mice maintained clinical signs until
day 21. Animals from the pWax(G5 group showed a mean score of
1.1 because two animals showed clinical signs from day seven.
These mice were sacrificed on days B and 9. The remaining seven
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did not show clinical signs until the end of the observation penod.
Mice from the PBS contral FW Tabées signs from day 2,
four mice were sacnficed as : one on day 4, two mice an
day 9, and one on day 11. The rematning four mace in the PBS group
maintained clinical signs of rabies until day 21 (mean score= 3]
(He 4}

34. (el profifevation

The rabies-speafc prolideration response induced by the DNA
varcines was assessed. As shown in Fig 5. the proliferative
response from group pVaxF] was high (B cells = 75 T cells CD4+
= 12% and C08+ = 17%), similar to the pGQH group (B cells - 7%,
T cells D4+ = 13T and CD8+ = 16X}

Although the B cell proliferative response in the p¥axG5 group
was similar to that shown in the pVaxFl and pGOQH groups. the
pVaxG5 group showed a low proliferative response in the T cells
populations (B cells=5% and 25% for D4+ and CDE+ T cell
populatins). Finally, in the PRS group the profiferation of the three

[ntEis using anki-EARY anidndy. i alfrion the £3-030-F28 protem

try plismid pyasFl was traces wath

populations was kow or non-existent (B cells = 23E T cells CD4+ =
0.4% and (D8+ = 08 (Fig 51

4. Discussion

This paper aimed to design and evaluate a new rabies DINA vac-
cine based on the linear G5 epitope of the RABY ghycoprotein and
the molecular adjuvant C3d-P28 in a mouse model Two DNA
vaccines were constructed in this study: pWaxG5 (G5 linear epi-
tope) and pVaxF1 (G5-C3d-P28 mobecular adjuvant]. The findings
showed that DNA vacdnes pYaxGS and pVax-Fl allowed the
expression of the G5 lincar epitope. G5 alone and G5 fused w
[3d-F28 were recognized by anti-RABY antibodies, suggesting that
their antigenic properties were mamtained. Our results demon-
strated that the pVaxG5 and pVaxF] vacones elicited titers of VN
A>D5IU/ml in mice sera

VMA titers induced by immunazation with the pVaxG3 vacome
decreased from 45 to @0 days, showing partial protection (275
mare than the PBS group) and a dlinical signs score of 1.1, In
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cantrast, the pVaxF1 vacane elicited a sustained VMNA response [=3
IUfml) over a 90 day period, which coincided with a significantly
higher survival rate {30%, P value - 025} with respect to the PBS
group, with a clinical sign score of 0. This could be because the
G5 antigenicity was enhanced by the C3d-F28 adjuvant. As provi-
ous studies have shown, the synthetsc C3d-P28 peptide specifically
binds to CH2 on the surface of resting B lymphocytes or follicular
dendritic cells [FOC) [38], Additionally, the high bevels of expres-
sion of CR2 in the FI{s are essential for antigen retention in germi-
nal centers for long time periods. This is not only important for the

generation of isotype switching, the newtralizing antibodses pro-
duction, and the generation of immunological memory, but is also
important for antigen availatility and the regulation of humoral
mmune responses |[39-41L Future studies will be requoired to
determine il chimeric protein G3-C3d-P28 is retained by FDCs in
germinal centers.

As reported by Ullas et al. |17], the presence of the molecular
adjuwvant prowides an improved protection reflected in the survival
of the amimals. Unlike the role of Myd388 in several signaling path-
wiays that result in the formation of pro-inflammatory cytokines,
the specific stimulation by C3d-F28 has an effect on the induction
of plasma celks and the retention of the antigen in germinal centers
by Fodlicular dendritic cefls {359].

While the VYMA titres in the pVaxG5 and pVaxFl groups
exceeded the 0.5 TU{mi, intra-group varability was also observed,
suggesting that in vivo transfection was wariable. In this regard, a
lowr number of antigen-presenting cells [APCs) within musde tis-
sue are considered a factor that might reduce the efficacy of DNA
vacrines delivered by an intramuscular route |42,

As previously reported, rabies DMA vaccines based on G induce
an immune response mediated by CO4+ and CD8+ T cells (41 .44]
Sinpe the germinal center of fallicular T cells is responsible for pro-
viding help to B cells [45], the proliferation of spleen T cells from
vacrinated mice was assessed. RABV-specific proliferatson of (D4
+and CO8+ T cells from animals vaccinated with pVax-F1 was sig-
nificantly higher than exhibitad in the pVaxG5 group. While vacci-
nation with p¥axG5 provided the priming and thus promoted the
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profiferation of CD19+ B cells necessary for antibody production, it
was not sufficient to promote the proliferation of RABV-specific
T-cefls. These differences in the profiferation of (D4« and CD8+ T
cefls from vaccinated mice with pVaxG5 and pVaxFl could be
explained by influencing the factors related to the antigenic half-
life and amtigenic persistence of the recombinant G3 epitope. In
fact, the optimal clonal expansion and development of effector
function of CD4+ and CD8+ T-cells requires prolonged antigen
exposure [4647].

D8+ T cells are involved in the clearance of viral infected cells
|4EL Recently, Luo et al [4%] deweloped a rabies vaccine with an
accepiablie safety profile, which mcluded I1-6 as 3 molecular adju-
vant, resufting in the enhanoed production of VNAs and the faster
clearance of resident RAEV from host cells mediated by (D8= T
cells. In agreement wath these fndings, our results in the prolifer-
ative response of T CD8+ cells in pVaxFl group suggest that this
ceflular subset is associated with the amelioratson of dinical signs
i animals.

In this study, the potential of the linear epitope G5 (pVaxG5)
was demonstrated in the induction of YMAs and partial protection
[2TL). An enhancement in protection ( 500 was observed in mice
immunized with the pV¥axFl vaccine, while a protection of 20%
was observed in mice immunized wath the pVaxF1 vacane when
the immunization scheme consisted of fwo immunizations with
dosing intervals of two weeks and high lethal doses of OVS were
used [data not showm) This suggests & kinetic role of the G5

epitope/30-F28 adjuvant, as a critical factor in the generation of
protection. Future studies will be peeded to characterize this
phenomenon.

In conclusion, this study demonstrated that the lnear G5 cpi-
tope is a potential candidate for the development of a DNA vaccine
against rabies. The addition of the C3d-P28 adjuvant in vaccine for-
mulation enhanced protection up to 508 and induced a sustained
VMA response and RABV specfic T cell profiferation, without
clinical signs against lethal challenge in mice. Thos, the use of
the G5 epitope fused to the C3d-P8 adjuvant can be an alternative
in the development of a new generation DNA vacone against
RABV.
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