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Resumen
Los virus, por su alta especializacidén para infectar, transferir, almacenar y expresar

material genético en células especificas, son agentes que se han utilizado como
vectores para transportar una o varias moléculas de una célula hacia otra distinta

con la finalidad de que en ésta tenga un efecto esperado.

La presente tesis ha recopilado una gran cantidad de informacién relacionada a las
principales caracteristicas y cualidades que poseen los virus mas investigados como
vectores virales, asi como su proceso de disefo y construccion, junto con las
modificaciones necesarias para volverlos mas seguros y eficaces para inducir una
correcta terapia. Aunque la mayoria continla en investigacion para resolver
problemas relacionados a su capacidad de integracién genética, de presencia de
premunidad, de mutagénesis insercional y/o de reversion a la virulencia, se han
obtenido varias pruebas clinicas exitosas y productos aprobados para su
comercializacion que mantiene optimista a la comunidad cientifica sobre el futuro

de los vectores virales en el campo de la medicina.

Ademas, en este trabajo se da a conocer las estrategias que sigue la terapia génica,
la terapia oncolégica y vacunal para llevar a cabo sus respectivos objetivos

biolégicos.

Este es el primer documento en espafol que recopila informacion actualizada en

materia de biotecnologia aplicada a la vectorologia viral con enfoque veterinario.

Palabras clave: Vectores virales, virus, cancer, terapia génica, vacunas,

biotecnologia animal
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Abstract

Viruses, due to their high specialization to infect, transfer, store and express genetic
material in specific cells, are agents that have been used as vectors to transport one
or more molecules from one cell to another with the aim of inducing an expected

biological effect.

This thesis has compiled a large amount of information related to the main
characteristics and qualities that the most investigated viruses have as viral vectors,
as well as their design and construction process, together with the necessary

modifications to make them safer and more effective to induce a correct therapy.

Although most of the viral vectors continue in research to solve problems related to
their capacity for genetic integration, presence of premunity, insertional mutagenesis
and/or reversion to virulence, several successful clinical trials have been obtained
and products approved for commercialization; this data keeps the scientific

community optimistic about the future of viral vectors in the field of medicine.

In addition, this script discloses the strategies followed by gene therapy, cancer and

vaccine therapy to carry out their respective biological objectives.

This is the first document in Spanish that compiles updated information on

biotechnology applied to viral vectorology with a veterinary approach.

Keywords: Viral vectors, virus, cancer, gene therapy, vaccines, animal

biotechnology.
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. Introduccion

Antecedentes

Desde que el género Homo existe en la Tierra, hace aproximadamente 2 millones
de afnos, la mayor parte de su existencia permanecio sin que se instaurase una
relacion con los animales mas alla de la caza, sin embargo, a medida que transcurria
el tiempo, el ser humano ha modificado sus interacciones con el medio que le
rodeaba a través del pensamiento y la técnica; posteriormente, el Homo sapiens
siendo un animal con un comportamiento colectivo mas sofisticado, comienza a
criar a la primer especie animal domesticada: el perro (Canis familiaris),
aproximadamente hace 14,000 afos'?.

El hombre Paleolitico y Mesolitico fue un mero depredador de la naturaleza, ya que
se limitaba a consumir los vegetales y animales que estaban al alcance de su mano;
es aqui cuando el hombre empieza a establecer una relacion mas compleja con los
animales, persiguiendo las manadas a distancia para poder cazarlos y explotarlos
para aprovechar su carne, piel, cuernos, etcs.

En el Neolitico, en cambio, el Homo sapiens se torna sedentario y empieza a
agrupar animales y seleccionarlos a partir de su comportamiento y su talla*, con lo
que se transforma en un productor que genera fuentes de alimentacion, por lo que
la caza, antes esencial para la subsistencia humana, pasa a ser secundaria y mas
tarde un mero deporte®.

Como vemos, a lo largo de la historia los animales han sido parte esencial de la vida
del ser humano, siendo aprovechados como fuente de alimento, en cultos religiosos,
como abrigo, medio de transporte y entretenimiento; mas recientemente, también
han sido utilizados en el control de plagas, para hacer seguimiento de enfermedades
que afectan a otros animales, a humanos o ambos; para idear nuevos
medicamentos, tratamientos, y/o vacunas. Gracias a la produccién animal y sus
subproductos se aseguré la supervivencia, evolucion y progreso del ser humano
como la especie dominante del planeta.

Pese al tiempo transcurrido, todavia dependemos de los animales, principalmente
para alimentarnos adecuadamente, ya que son una importante fuente de nutrientes

de buena calidad ¢, asi como para el estudio de algunas enfermedades. Debido al
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incremento de la poblacion, ha aumentado la demanda de alimento de origen
animal, por lo que hoy dia mas del 50% de la poblacion tiene comida insuficiente y
muchos sufren de una dieta deficiente. Ademas, la salud de los animales esta bajo
la constante amenaza de enfermedades infecciosas que podrian prevenirse
mediante la vacunacién, quimioterapia y medidas de higiene; sin embargo, no se
cuenta con vacunas contra todas las enfermedades de alta importancia y sus
variantes, incluso cuando representan un alto impacto en la economia y en la salud
publica’”®. Ademas, la evolucidn microbiana ha desarrollado resistencia a
antibiéticos, por lo que es necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas®.
Es asi como ha surgido la idea de aprovechar a los virus como transportadores de
moléculas que permitan innovar la tecnologia biomédica; si los virus han
evolucionado por millones de anos para transmitir y diseminar informacion genética
de la forma mas eficaz para su replicacion, ;por qué no aprovechamos esta
capacidad en nuestro beneficio para introducir material genético que nos interese
manifestar dentro de determinado organismo? Este concepto, de la mano del
desarrollo de herramientas de biologia molecular que permiten la secuenciacion del
ADN vy la sintesis de ADN recombinante, incluidos genes individuales, la
identificacion de las mutaciones de secuencia relacionadas a trastornos genéticos'?,
entre otros, ha dado impulso al estudio y desarrollo de virus como transportadores
de genes de nuestro interés.

Naturalmente, a dia de hoy (abril 2023), efectivamente se ha logrado disefar y
construir vacunas y terapias muy eficaces contra diversas enfermedades, basadas

en vectores virales.

Generalidades de los virus
Los virus son entidades bioldgicas replicativas que necesitan de una célula viva para

hospedarse, generar copias de si mismo y continuar su ciclo; su composicion
unicamente consiste en un tipo de acido nucleico (ADN o ARN) y en algunas
proteinas tanto estructurales como replicativas; dado que penetran a las células
hospederas y utilizan su maquinaria bioquimica para la sintesis de sus moléculas
esenciales, tienen un enorme potencial como mediadores biotecnoldgicos que

permite usarlos como vectores para el desarrollo de vacunas o terapia génica'".
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Sin embargo, para esto primero es necesario conocer su naturaleza tanto fuera
como dentro del hospedero para el 6ptimo aprovechamiento de sus propiedades

como diseminadores y acarreadores de informacién y/o moléculas’?.

Biologia, replicacion, implicaciones medicas y sociales
Los virus son inmensamente diversos, si bien los mas conocidos son una minoria

que causa enfermedades en humanos, animales, plantas y bacterias. Sin embargo,
todos los virus tienen una estructura semejante: estan formados por un genoma que
puede ser ADN o ARN, el cual codifica las “instrucciones” que le permiten al virus
multiplicarse y persistir; el genoma se encuentra protegido por una capa de
proteinas llamada capside, algunos virus también pueden tener una envoltura, que
es una cubierta lipidica adicional tomada de la membrana celular anfitriona de la
que emergio. Una vez dentro de la célula, la informacion que codifica el virus dirige
muchos eventos moleculares que implican la sintesis de moléculas que seran
ensambladas finalmente por los virus de progenie para después liberarse y
diseminarse hacia otras células. Dado que los virus toman control de la célula para
replicarse, esto puede matarla como en el caso de los virus tumorales o alterar el
funcionamiento de la célula de forma permanente’s.

Lo que diferencia a los organismos unicelulares, como las bacterias y protozoos de
los virus, es que estos ultimos no contienen organelos ni metabolismo, se les ha
llegado a denominar “parasitos genéticos”, porque ademas, requieren de procesos
metabdlicos de la célula huésped, es por esto que resulta imposible cultivar virus
sin la presencia de una poblacién celular en constante division'!.

Replicacion

El virus, después de ingresar al organismo y adherirse a su receptor especifico en
la célula hospedadora, se introduce por endocitosis o fusion de su envoltura y
posteriormente se libera en el citoplasma y se desencapsida para liberar su genoma
que contiene la informacion necesaria para generar nuevos viriones, este es
transcrito y traducido para sintetizar las moléculas necesarias para formar los
viriones de progenie. Dependiendo del momento en que los genes virales son
expresados durante la replicacion son clasificados en: inmediatos tempranos,

tempranos y tardios™. A esto le sigue el proceso de ensamblaje que conduce a la
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formacion de nuevas particulas virales. Cuando los virus recién producidos

maduran, salen de la célula por exocitosis o lisis celular para infectar otras células

(Figura 1).

Nucleo
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Traduccion wgi\ﬁanscripcién
i — RNAm 2
Ribosomas = > o > VOO
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de Golgi del ARN
& |

| l l l Celula

Figura 1. Esquema general del ciclo de replicacion de un virus *3. (1) Adhesion al receptorcelular,

(2) Liberacion del acido nucleico (denudacion), (3) Transcripcion del ARN, (z) Traduccion del
ARNmM, (5a) Sintesis del ARNm a proteinas virales enzimaticas necesarias para su replicacion, (3b)
replicacion del ARN con ayuda de las enzimas sintetizadas en 5a, (5b) Sintesis de proteinas virales
estructurales y de superficie en el aparato de Golgi, (6) Ensamble del virion y maduracion (7) Salida

de la célula.
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Justificacion

La recopilacion y analisis de informacion sobre vectores virales para el desarrollo
de vacunas de nueva generacion y terapéutica en animales domésticos busca dar
un acercamiento al tema, facilitar la busqueda de la informaciéon a hispanohablantes

al estar recopilada en un solo texto y adaptada al espafol.

Dado el avance tecnologico cada vez mas acelerado en el ambito del desarrollo de
vacunas y otros productos de la industria médica es necesario una mayor difusion,
documentacion e investigacion al respecto entre los paises de América latina, hay
que recordar que la terapia génica tiene al menos 30 afos de su descubrimiento y
aplicacién por lo que ya es una realidad con mucho potencial en salud animal, es
por esto que debemos estar a la vanguardia mejorando planes de estudio atrasados
en paises en vias de desarrollo y disponiendo de informacion actualizada, para
permitirnos valorar nuevas perspectivas y oportunidades en la ciencia animal, que
de lo contrario supondria un retraso cientifico y tecnolégico que también tendria

repercusiones socio-econdomicas.

Objetivos

e Recopilar informacion enfocada a la vectorologia viral y los campos
principales de aplicaciéon (terapia génica, terapia oncoldgica y vacunal)
para hacerla mas digerible hacia la comunidad estudiantil latinoamericana
y fomentar el interés por la investigacion.

e Servir como un primer acercamiento a la comunidad hispanohablante
hacia el campo de la vectorologia viral.

e Recopilar tratamientos y vacunas basados en vectores virales aprobados

legalmente y en fases de investigacion.
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Metodologia

Se analiz6, tradujo y resumid la informaciéon acerca de vectores virales para el
desarrollo de vacunas de nueva generacion y terapéutica en animales domésticos.

Esto se realizo utilizando bases de datos especializadas como:

. Scopus
. Pubmed
. Science Direct

. SpringerLink

. Journal of Virology

. Europe PCM

Usando articulos de difusién, revistas del area y articulos cientificos, los cuales
fueron clasificados en cinco temas principales: Antecedentes, vectorologia,
biotecnologia animal, vacunas basadas en vectores virales, farmacologia basada
en vectores virales, dentro de los cuales se trataran otros subtemas. Ademas, se
incluyeron cuadros y diagramas para ordenar la informacion y facilitar la

comprension de este texto.
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Il. La “vectorologia” como ciencia naciente

Definicion de vectorologia

El término vectorology ha sido utilizado por referentes cientificos en las revistas
Nature o Science'® y se refieren al estudio del disefio y produccion de vehiculos
para introducir moléculas exoégenas de naturaleza variada a un organismo o a cierto
tipo celular del mismo'>. Es por lo que la castellanizacién “vectorologia” puede ser
utilizado en textos de lengua espanola para referirse a la misma informacion de
manera que esta idea se pueda divulgar mas facilmente entre la comunidad
estudiantil de las ciencias biomédicas.

Los vectores en ciencia biomédica son aquellos agentes biolégicos que permiten el
transporte de una o varias moléculas de una entidad biolégica hacia otra distinta
con la finalidad de que en ésta ultima tenga un efecto esperado. Por ejemplo, en el
caso de las vacunas vectorizadas el efecto esperado es una respuesta inmune
especifica, mientras que en el caso de la fagoterapia antimicrobiana es la
disminucion de cierta carga bacteriana’®.

Algunos de los virus ADN utilizados como vectores han sido: Poxvirus (en el
desarrollo de una vacuna oral contra rabia)'’, Herpesvirus'® (en la vacuna contra el
Virus respiratorio sincitial bovino), Baculovirus® (en el desarrollo de una vacuna
contra influenza) y Adenovirus?.(en el desarrollo de diversas vacunas contra el
SARS-CoV2); mientras que algunos de los virus ARN que han sido utilizados son
los Coronavirus, Retrovirus?!, Paramyxovirus (como la vacuna “Patria”)??
Rhabdovirus?® y Alphavirus?*

En los ultimos 10 anos, gracias a la ingenieria genética, se ha logrado disenar
nuevas vacunas que expresan epitopos ' fordneos con el potencial de combatir
diversos patdgenos, gracias a los sistemas de genética inversa, es posible obtener
virus ARN (-) a partir de una copia completa de ADN. El virus de la rabia fue el
primer virus de este tipo que se obtuvo a partir de una copia de su genoma fue el

virus de la rabia en 1994.

' Epitopos: region o regiones antigénicas reconocidas por un anticuerpo especifico.
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Esto fue seguido rapidamente por el rescate de otros virus de ARN de sentido
negativo. La capacidad de alterar especificamente el genoma en cualquier sitio
elegido?® ha llevado a una mejor comprension de las funciones e interacciones de
las proteinas del virus y ha permitido el desarrollo de vacunas de virus activos
atenuados; en particular, vacunas marcadoras?® (identifican animales vacunados de
los animales infectados naturalmente). Otra aplicacién es el uso de estas vacunas
de virus como vectores para liberar inmunégenos de otros agentes patégenos’.

La terapia genética es el uso de material genético para tratar, curar o prevenir una
enfermedad o condicibn médica causada por una proteina deficiente o disfuncional.
El principio de la terapia génica se basa en la transferencia de un gen terapéutico
utilizando vectores virales o no virales como resultado de lo cual las células
receptoras comenzaran a producir proteinas que corrijan un trastorno genético o

una enfermedad adquirida'®

Diseno de vectores
Los vectores utilizados en terapia génica, oncolégica o como vectores vacunales

deben cumplir con ciertas caracteristicas segun el efecto que esperamos que
cumpla. A menudo debe eliminarse o disminuirse el tropismo natural del vector para
evitar efectos secundarios toxicos, a la vez que deben diseharse para infectar
células diana que no infecta de forma natural, por lo que se requiere afadir los genes
adecuados, en la cantidad adecuada, sin una toxicidad latente y al mismo tiempo
dirigirse especificamente solo a la célula diana evitando danarla, utilizando
promotores y receptores que solo estén activos en la célula de interés dependiendo
del objetivo que se busque; ademas, se debe asegurar la introduccién eficiente del
acido nucleico terapéutico en las células correctas y su expresion génica en la célula
diana, en el caso de vacunas y fagoterapia también debera de asegurarse la efectiva
presentacion ante las CPA "que conlleven posteriormente a una correcta y efectiva
activacion de la respuesta inmune; por otro lado, si buscamos administrar
determinado gen para corregir defectos genéticos debemos evitar que el gen de

interés sea desintegrado, y lo ideal es que nuestro vector sea lo menos

' CPA: Células presentadoras de antigeno. Ejemplos de ellas son macréfagos, células dendriticas y linfocitos
B.
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inmunogénico posible para que sea capaz de evadir al sistema inmunoldgico del
individuo?’”. Como veremos mas adelante, cada vector viral se caracteriza por un
conjunto inherente de propiedades que afectan su idoneidad para ser aplicados en

cualquier terapia y esta limitado por el grado de complejidad del genoma viral.

Construccion de vectores virales
Una vez que ya sabemos hacia qué terapia y patologia esta orientado el vector en

cuestion, asi como las caracteristicas que se desean manifestar o eliminar, se
procede a convertir nuestro virus a un vector viral. Con este fin hacemos uso de
varias herramientas moleculares derivadas de procesos genéticos que las bacterias
ya realizan de forma natural en conjunto con otras técnicas para llevar a cabo lo que
se denomina clonacion', ésta nos permite insertar genes que deseamos (molécula
recombinante) dentro del genoma de un virus (vector viral), el objetivo es obtener
millones de copias del genoma del virus elegido que a su vez contenga el gen o

genes recombinantes deseados para posteriormente purificarlo y hacer uso de él?8.

Para llevar a cabo la clonacién se necesita principalmente de un vector de clonacién
(que almacena grandes secuencias genéticas) o un vector de expresion ( que busca
producir un transcrito ARN o una proteina de determinada secuencia génica) y de
un inserto que puede ser ADN obtenido de cualquier organismo, y puede ser
producto de una retro-transcripcion del ARN, de PCR o un ARN obtenido por

transcripcion in vitro2°,

Los plasmidos, bacteriéfagos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC) o de
levadura (YAC) suelen ser utilizados como vectores de clonacion®, sin embargo, el
de uso mas comun es el plasmido por lo que en este texto se profundizard mas en

éste.

Los plasmidos son pequenas moléculas circulares de ADN que de manera natural

constituyen material genético mévil de algunas bacterias, éstos pueden tener

" Clonacién de ADN o clonacién molecular: esla introduccion de un fragmento de ADN denominadoinserto
dentro de una molécula de ADN denominado vector que puede replicarse de manera autonoma e
independiente del genoma de la célula hospedera.
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multiples copias que se replican y permanecen de manera episomal”; la informacion
gue codifican puede ser para la resistencia a antibioticos y su transmision sucede
mediante fision binaria o través de conjugaciéon mediante los pili. Para poder
utilizarlos se les ha modificado genéticamente para mantener caracteristicas
deseables, la adiccién de algunas otras ademas de eliminar el ADN innecesario, por
lo general constan solo de 2 a 5 kilobases" (kb) de longitud, lo que facilita el analisis
de los insertos incorporados en él y pueden transportar hasta 15kb. Existen cientos

de plasmidos disponibles comercialmente3’.

Independientemente del tipo de vector, se debe contar con ciertos elementos

basicos3' 32

1- Origen de replicacion: comunmente referido como «ORIl»; es una
secuencia en el ADN del vector que ayuda a identificar el sitio de inicio de la
replicacion.

2- Marcador de seleccidn: es un gen que confiere resistencia a un antibiético
0 genera un fenotipo particular que ayude a identificar a las células que
internalizaron al vector. Los genes de seleccibnh mas comunes son ampicilina
y kanamicina, otros marcadores son el gen LacZ"'y el gen GFP".

3- Sitio de clonacion maultiple: es un fragmento de ADN que contiene una
serie de sitios unicos de reconocimiento para enzimas de restriccion, muy
cercanos entre si y permite insertar cualquier fragmento de ADN que tenga

los mismos sitios.

A parte de estos elementos, los vectores de expresion cuentan con un casete de

expresion que contiene los siguientes elementos genéticos:

v Episomal: ADN no incorporado en el genoma nuclear.

VKilo base (Kb): es una unidad de medida para determinar la longitud del ARN o ADN. 1kb equivale a 1000
nucledtidos o0 1000 pares de bases.

V' Gen LacZ: esta ubicado en el operdn Lac de E. coliy codifica la enzima galactosidasa. Cuando el vector con
el gen LacZ presente se replica dentro de la célula hospedera la enzima puede expresarse y al entrar en
contacto con el sustrato andlogo de la enzima esta podra degradarlo produciendo como resultado un color
azul.

VI Green Fluorescent Protein GFP: la célula transformada emitira fluorescencia al exponerse a luz
ultravioleta.
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Un promotor fuerte y potente que induzca la expresion de un gen, también
ayuda a que se exprese solo en tejidos especificos; por ejemplo, el promotor
Erb-B potencializa la expresion transgénica especificamente en tumores de
glandula mamaria, mientras que el uso de creatina quinasa muscular impulsa
la expresion génica preferentemente en el musculo.

Secuencias de terminacion de la transcripcion y una cola de
poliadenilacion para proteger al transcrito de la degradacion de las

nucleasas, lo que permitira extender su vida media.

3- Sitio de unién al ribosoma (IRES) V| que ensambla la maquinaria para

iniciar la traduccion en los ARNm procariotes33. La construccion de el vector viral

se puede resumir en los siguientes puntos ver Figura 83°:

1.

o g A~ w

Preparacién del inserto que se va a clonar: seleccion de enzimas de
restriccion

Preparacion del vector para la clonacion: digestion enzimatica,
desfosforilacion del vector y purificacion.

Ligacion del inserto.

Preparacion de células competentes.

Transformacion celular de la bacteria competente.

Identificacién de las colonias celulares que contienen el vector recombinante

VI Sitio de unién al ribosoma internal ribosome entry site (IRES): o secuencia Shine-Dalgarno esta
precede el codon de inicio AUG de la traduccion en los ARNm en procariotes. Esta secuencia es
complementaria con el extremo 3" del ARNr 165 cuya hibridacion permite ensamblar la maquinaria de inicio
de la traduccion.
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Medio LB con agar

+ Ampicilina
Figura 2. Estrategia de clonacion general *. (1) se corta el fragmento de ADN a clonar con
enzimas de restriccion al igual que (2) el vector de clonacion estos posteriormente (3) (4) se
preparan células competentes en este caso E. coli (5) y (6) ocurre la transformacion y seleccion
de la clona recombinante, asi como la produccion de la proteina que codifica para el gen clonado
estos son cultivados en medio LB con agar y ampicilina.

Sistemas de expresion
Existen diversas técnicas para generar vectores virales, a continuacion revisaremos

algunas de ellas.
Produccion por transfeccion transitoria

Se transfectan células con los plasmidos recombinantes para que se puedan

producir particulas virales, por lo tanto, la eficiencia de produccion es reducida. Una
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de las grandes ventajas de estos sistemas es que se obtienen en su mayoria

particulas virales completas®.
Producciéon en células de insecto

Los Baculovirus, del cual se hablara a profundidad mas adelante, pertenecen a la
familia Baculoviridae, son virus de ADN e infectan células de insectos del orden
Lepidoptera. La principal ventaja de este sistema son los promotores fuertes que
permiten producir grandes cantidades de proteinas y ademas, realizar

modificaciones postraduccionales generando proteinas complejas?3.
CRISPR/Cas9

La relativamente reciente tecnologia, descubierta en 2012, CRISPR/Cas9 permite
seleccionar y editar con mayor precision el genoma, fue implementada en el 2020
para generar la vacuna ALVAC-CDV-M-F-H/C5 capaz de proteger contra el Virus
del distemper canino obteniendo altas tasas vy titulos de anticuerpos en zorros y

visones por lo que podria ser util tanto para perros como para animales silvestres34.

Purificacion del vector viral
La purificacion del vector es uno de los pasos que se debe seguir para obtener

preparaciones puras que garanticen la seguridad y eficacia de la transferencia
génica en protocolos clinicos sin embargo, esto puede afectar la produccion de
titulos suficientemente altos lo que ha propiciado el desarrollo de diversos métodos

de purificacion?33 Ejemplos:

e Purificacion por gradiente de cloruro de cesio.

e Purificacion por gradiente discontinuo de iodixanol.

e Ultracentrifugacion.

e Purificacion por cromatografia liquida de alta resolucion.
e Cromatografia de intercambio idnico.

e Cromatografia por afinidad 3335,
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VECTORES VIRALES ADN

Poxvirus
La familia Poxviridae se divide en dos subfamilias: Entomopoxvirinae (poxvirus de

insectos) y Chordopoxvirinae (poxvirus de vertebrados), ésta a su vez se divide en
8 géneros. Los virus pertenecientes a esta familia inducen lesiones caracteristicas
de viruela en la piel de los animales afectados3® 37. El virus prototipo de esta familia,
es el virus vaccinia (VV)38,

Las particulas virales son pleomorficas, en forma de ladrillo (220-450 nm x 140-
260 nm) con una superficie irregular de estructuras tubulares o globulares
proyectadas. Son virus grandes que contienen un genoma de ADN lineal de doble
cadena que varia en tamafo entre 130 y 300 kb. Pueden acomodar grandes
cantidades (mas de 25 kb) de ADN extra, por lo que varios transgenes pueden
expresarse simultaneamente proporcionando un enfoque multivalente a la vacuna.
Se replican dentro del citoplasma de las células infectadas y no se integran en el
genoma del huésped, eliminando asi el potencial riesgo de mutagénesis de
insercion?*; posteriormente, son liberados por gemacioén (viriones envueltos), por
exocitosis o por lisis celular (viriones sin envoltura)36.En 1982 se demostré que los
poxvirus podian funcionar como vectores virales3°.

Ciclo viral

La replicacién inicia después de la fusion del virion con la membrana plasmatica o
después de la endocitosis y posteriormente se libera en el citoplasma donde se
desencapsida permitiendo la liberacién de su ADN gendmico y se lleva a cabo la
replicacion y el ensamblaje viral. La transcripcion inicia con la transcriptasa viral y
otros elementos transportados por el virion (ADN polimerasa, timidina quinasa) que
median la produccidon de ARNm incluyendo varias otras enzimas necesarias para la
replicacion del genoma y mediado por la expresion de genes tempranos,
intermedios y tardios. Algunas de estas proteinas virales requieren para su
funcionamiento modificaciones postraduccionales por escisiéon proteolitica,
fosforilacién, glicosilacion, etc. Mientras se da la produccion de estas proteinas
virales se inhibe la sintesis macromolecular del huésped. Por otro lado, el ADN

permanece en estructuras inmaduras en forma de media luna. Y finalmente son
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liberados por gemacion (viriones envueltos), por exocitosis o por lisis celular
(viriones no envueltos)36: 40,

De Poxvirus a vector

Las cepas silvestres del VV pueden producir efectos indeseables en humanos por
lo que se han atenuado y obtenido variantes modificadas, como el virus Vaccinia
Ankara Modificado (MVA), la cual ha perdido el 15% de su genoma incluido genes
determinantes de tropismo vy virulencia*'; otra cepa modificada es la NYVAC,
desarrollada a partir de la cepa de la vacuna Copenhagen VV por la delecion dirigida
de 18 genes*2.

Ambas variantes experimentan una replicacion muy limitada o nula en células de
mamiferos y se han utilizado con éxito para inducir proteccion contra patégenos
animales?* contra el virus de la rabia (RABORAL V-RG® 43), virus de la enfermedad
de Aujezsky**. Por otro lado el mixomavirus del conejo se ha utilizado para proteger
contra la mixomatosis y la enfermedad hemorragica viral del conejo*> 46 asi como el
capripoxvirus para proteger contra peste bovina y viruela ovina (lumpy skin disease)
47 en el cuadro 2 podemos ver mas ejemplos de los diferentes poxvirus
vectorizados.

Los Poxvirus se han preferido frente a otros virus debido a su limitado y estricto
espectro de hospederos naturales, entre ellos destaca el capripoxvirus*’ y el
avipoxvirus siendo los mas estudiados hasta ahora para la administracion de
antigenos en mamiferos el ALVAC canaripoxvirus*® ya que se limitan a infectar
células de caprinos y canarios respectivamente por lo tanto no resultan peligrosos
en mamiferos por lo que su uso otorga una buena seguridad.

Los avipoxvirus en células de mamiferos, inician una infeccion abortiva X , pero
pueden expresar antigenos y estimular respuestas inmunitarias tanto humorales
como celulares contra el producto transgénico. Los virus recombinantes de la viruela
aviar se han utilizado con éxito para expresar antigenos en cobayas*®, en gatos y
en cerdos®. Los vectores recombinantes de la viruela del canario son

aproximadamente 100 veces mas eficaces que los vectores de la viruela aviar

X Infeccién abortiva: se caracterizan por una reduccidn en el rendimiento total de particulas virales o en el
grado de infectividad. Refleja una incompatibilidad entre el virus y la célula hospedera.
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comparables en la induccion de inmunidad protectora. Aun con su extensa
investigacion y aplicaciones solo esta permitido su uso en animales de compainia y
caballos, en humanos se comenzd a probar su efectividad en 200948,

Sin embargo, también se han usado poxvirus que tienen como huésped natural a la
misma especie en la que se busca implementar una terapia por ejemplo el virus de
la viruela porcina se utilizé para proteger contra el virus de la enfermedad de
Aujeszky**, esto no es recomendable por su posible reversion a la virulencia por lo
gue hasta ahora solo se permite la comercializacion de TROVACTM-AIV-H55" en
aves y mas recientemente Nobivac Myxo-RHD PLUS*® en conejos.

Otro inconveniente es la premunidad resultante de una infeccidén natural previa o la
transferencia de anticuerpos maternos en las crias, lo que puede reducir la
capacidad del vector para replicarse y, por tanto, inducir una inmunidad menos
eficaz. Por otro lado, se sabe que los poxvirus generan una inmunidad casi de por
vida en su especie huésped natural después del contacto inicial, por esto el uso
repetido en animales inmunes no se recomendaria?4. Para sobrellevar este
obstaculo se utilizan virus de replicacion deficiente, lo que induce una baja
inmunidad contra el vector y permite que sea administrado tantas veces se requiera
estimular la respuesta inmune engendrada por una vacuna de virus inactivo y con
distintos fines terapéuticos®?, sin embargo, requiere administrar un titulo viral mayor
para lograr un efecto adecuado. Otra alternativa es sensibilizar primero con un VV
replicante y luego reforzar con un VV carente del ectodominio* B5 (que es el objetivo
principal de los anticuerpos neutralizantes (AcN)X>3 para que sea identificado como
algo diferente y provoque una respuesta de anticuerpos mas fuerte contra el
producto transgénico en vez de utilizar VV recombinante en ambas inoculaciones.
Otra ventaja en la terapia vacunal es que nos permite diferenciar animales
infectados naturalmente de los vacunados, ya que los recombinantes expresan solo

uno o dos antigenos de los patdogenos y otros antigenos permanecen disponibles

X Ectodominio: Dominio de una proteina integral de la membrana plasmatica que queda del lado
extracelular. En los receptores de membrana, los sitios especificos de union del ligando especifico se
localizanen él.

Xl Anticuerpos neutralizantes (AcN): Anticuerpo que se une a los virus y bloquea su capacidad de unirse a
su receptor celular por lo que interfiere con su capacidad infectiva.
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para pruebas inmunoldgicas independientemente si son Poxvirus replicantes o
deficientes en replicacion®*. En el cuadro 1, se muestra un resumen de las
fortalezas y debilidades de este sistema vectorial.

La especie del virus Orf (ORFV) o dermatitis pustulosa contagiosa, del género
Parapoxviridae se ha propuesto como un candidato para nuevas vacunas con
vectores marcadores. El ORFV tiene un rango de hospedadores muy restringido in
vivo e in vitro (ovejas y cabras, ocasionalmente humanos), tropismo cutaneo
restringido y ausencia de infeccion sistémica. Entre las diferentes cepas de la
vacuna ORFV, solo la D1701 es una cepa muy atenuada con una patogenicidad
notablemente reducida después de la aplicacion subcutanea. Esta cepa presenta
varias ventajas para su uso como vector viral, incluida su capacidad para
propagarse en una linea celular, desencadena una fuerte respuesta
inmunoestimulante y reguladora en huéspedes no permisivos como ratones y
cerdos®, ademas, evita la interferencia inmunitaria después de inoculaciones
repetidas gracias a sus proteinas inmunomoduladoras que interfieren con la
respuesta inmune del huésped para evitar la eliminacion del virus®®. En el cuadro 3

se mencionan algunos ejemplos del ORFV como vector vacunal.

Cuadro 1. Fortalezas y debilidades de usar Poxvirus como vectores ** 3

Fortalezas Debilidades
Lleva ADN heterdlogo de hasta 30 Kb. Potencialmente citotdxico.
Posee multiples sitios de insercion de transgenes. Expresion transitoria del transgén.
Apta como vacuna recombinante atenuada. Altamente inmunogénico.
Muy adecuada como vector oncolitico. Promotores heterologos dificiles de usar.
Alta especificidad de especie. Alta premunidad en huéspedes naturales
Baja premunidad en hospederos no naturales. Requiere mas de una inoculacion para
Baja replicacion. inducir respuesta inmunitaria protectora.

Induce inmunidad humoral y celular.
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Cuadro 2. Ejemplos de antigenos virales expresados en diferentes vectores de Poxvirus 24

Vector Antigeno Patégeno al que va dirigido la terapia Especie Disponibilidad comercial
Virus vaccinia Proteina H Virus de la peste bovina Bovino
Proteinas H + F - -
F,G, N Virus sincitial respiratorio bovino Bovino
G Virus efimero bovino Bovino
P67 Theileria parva Bovino
VP2, VP5 Virus de la lengua azul Borrego
Proteina de envoltura Virus de la leucemia bovina Borrego
Env Artritis encefalitis caprina Cabra
EO, E2 Virus de la peste porcina clasica Cerdo
H5 Virus de la influenza aviar Ave
Cepa MVA F,G Virus sincitial respiratorio bovino Bovino
HA, NP Influenza equina Ponis
Ag85A Mycobacterium tuberculosis Bovino
Cepa NYVAC H, F Virus del distemper canino Zorro
prM, E, NS1 Virus de la encefalitis japonesa Cerdo
gB, gD Virus de la enfermedad de Aujeszky Cerdo
Cepa ALVAC gB, gC, gb Herpes virus equino 1 Caballo
Glicoproteina G Virus de Nipah Cerdo
VP2 y VP5 Virus de la lengua azul Borrego
H5 Virus de la influenza aviar Gato
FyH Virus del distemper canino Perros y RECOMBITEK CDV PUREVAX FDV
ZOrros
Env, gag/ pol Virus de la leucemia felina Gato PUREVAX FelLV
Merial Inc (Europa, USA, Canada)
prMy E Virus del Nilo occidental Caballo RECOMBITEK equine WNV 57-
H3 Influenza H3N8 Potro PROTEQ-FLU ™
G Virus de la rabia Gato Merial Inc (USA, Canada) %’
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ALVAC >>>

Myxomavirus

Swinepoxvirus

Capripoxvirus

Avipoxvirus

HAYF

HA
Gen de la capside (cepa F9)
Hemaglutinina de la influenza
Vp60

Gp50 y gp63
HyF (cepa KS1)
HyF (cepa KS1)

VP7 (cadena KS1)

Gp del virus de la enfermedad
de la piel grumosa
G1y G2 (LSDV neethling)

H5 o H7 (+gen N1)
HN, +F
gB
Env
VP2
Gen F

Gen F (Pigeonpox)
HS? HA

LT + AE

MG + AE

Virus del distemper canino

Virus de la influenza equina
Calicivirus felino
Virus de la influenza aviar

Virus de la enfermedad hemorragica
del conejo

Virus de la enfermedad de Aujezsky

Virus de la peste bovina
Virus de la peste de los pequeios

rumiantes

Virus de lengua azul

Virus de la rabia

Virus de la fiebre del Valle del Rift

Virus de la influenza aviar
Virus de Newcastle
Virus de la enfermedad de Marek
Virus de la necrosis del bazo
Virus de la bursitis infecciosa
Neumovirus de la rinotraqueitis del
pavo
Virus de Newcastle

Virus de la influenza aviar

Virus de la laringotraqueitis infecciosa y

encefalomielitis aviar
Mycoplasma gallisepticum y

Encefalomielitis aviar

Perros y

hurones

Caballos

Gato
Conejo
Conejo

Cerdo
Bovino
Cabra

Borrego

Bovino

Raton

Gallina
Gallina
Gallina
Gallina
Gallina

Pavo
Gallina
Gallina

Gallina

Gallina

Merial, Inc (USA; Argentina, Brasil,
Colombia, Canada, Uruguay) %’
Merial, Inc %7 (Europa, USA)

Nobivac Myxo-RHD PLUS*

TROVAC™-AIV-H5

Biomune %/ USA

Merial, Inc (USA, Canada) %’
Biomune Co (Lenexa, KS, USA) %/

Biomune Co. USA %7




>>>(LSDV neethling)
>>>ALVAC (Toxina tetdnica plus y adyuvante carbopol)

Cuadro 3. Virus ORF (cepa D1701L) como vector de antigenos de vacunas veterinarias

Antigeno Patdégeno Especies Consecuencias inmunologicas

gCogD Virus de la enfermedad de Aujezsky Raton Fuerte respuesta humoral anti-gC después de una dosis Unica

P40 Virus de la diarrea viral bovina Rata Induccion de células B, células plasmaticas y células T

gC+gD Virus de la enfermedad de Aujezsky Cerdo Relacion equilibrada Tha / Th2 después del cebado del ADN

E2 Virus de la peste porcina clasica Cerdo Mayores titulos de anticuerpos y mejora de la frecuencia de células mononucleares

productoras de IFN-y
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Herpesvirus
Engloba a Ilas subfamilias Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae vy

Gammabherpesvirinae. Se han encontrado en insectos, peces, reptiles, anfibios,
moluscos, asi como en aves y mamiferos, en los cuales mantiene una infeccidn
persistente de por vida con replicacion viral restringida, pero recurrente que coincide
con periodos de estrés, por lo que los animales infectados son reservorios

potencialmente no diagnosticados para la transmision del virus36.

Los viriones estan envueltos, tienen un diametro de 120 a 250 nm su nucleocapside
es icosaédrica, el genoma es ADN lineal de doble hebra, de una longitud de 125 a
290 kb®8. Los virus de mayor importancia clinica son el herpesvirus bovino tipo 1y
2 (BHV-2 BHV-1), herpesvirus felino 1, laringotraqueitis infecciosa aviar,

rinotraqueitis viral felina, enfermedad de marek, y fiebre catarral maligna3®.

Los primeros virus del herpes disefiados para expresar antigenos heterdlogos
fueron el BHV-1, que causa rinotraqueitis infecciosa bovina/balanopostitis pustulosa

infecciosa y el virus de Aujeszky?*.
Ciclo biolégico

El herpesvirus se adhiere a la superficie celular, mediante la uniéon de sus
glicoproteinas virales presentes en la envoltura del virus con los receptores en la
membrana celular y se fusiona con la membrana plasmatica. Posteriormente libera
su nucleocapside en el citoplasma y esta es transportada hacia el nucleo donde
replica su genoma. Luego del ensamblaje, los viriones abandonan el nucleo y se
dirigen hacia la membrana citoplasmatica externa por procesos de gemacion a partir
de membranas intracitoplasmaticas, adquiriendo su envoltura. Finalmente son
transportados dentro de vesiculas intracelulares a la membrana citoplasmatica para
su posterior liberacion de la célula™.

La reactivacion del estado de latencia es iniciada principalmente por estimulos
externos (estrés o inmunosupresion, glucocorticoides, etc.); que generan la

reactivacion viral desencadenando el cuadro patogénico?.
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Cambios y modificaciones del Herpesvirus paratransformarse en vector

El herpesvirus (HSV) gracias a su amplia longitud y a el hecho de que muchos de
SUS genes no sean necesarios para su replicacion lo convierten en el vector con
mas alta capacidad de transporte (30-40-150 kpb)®8, esto permite empaquetar
varias copias de un transgén disminuyendo asi la dosis por célula infectada o para
administrar multiples genes como es el caso del parkinson®, sin embargo, hay que
estudiar cuidadosamente el sitio de insercién porque puede desencadenar en la
atenuacion del virus, o presentar una reducida expresiéon del transgén. Los genes
US1, US2, US10 y TK estan establecidos como genes no esenciales para el
crecimiento de herpesvirus en cultivos celulares, el sitio US2 en especial favorece
una alta expresion del gen resultando en una proteccion total contra el agente
infeccioso contra el que se esta inmunizando®. Los vectores derivados de HSV
como amplicén tienen una capacidad de 150kpb®'; otro beneficio es que no hay
riesgo de inmunidad previa ya que muchos herpesvirus son especificos de

especie?.

A diferencia de los vectores lentivirales, los virus adenoasociados (AAV) y los
adenovirus (Ad) los HSV infectan células neuronales e incluso neuronas sensoriales
de forma natural ya que forma parte de su ciclo natural de infeccion, una vez que
alcanza el nucleo de la célula el genoma lineal se circulariza y se mantiene como
un episoma con integracidn minima produciendo infecciones latentes sin la
necesidad de inyectarlo directamente en el cerebro®® y esto también disminuye el
titulo de virus necesarios para la propagacion del virus replicante®. Ademas, puede
infectar eficazmente varios tipos de células, como en musculos e higado, lo que

permite utilizarlo en el tratamiento de enfermedades no neuroldgicas®?.

También nos es posible modificar el tropismo, al cambiar las proteinas de envoltura
por la de otros virus lo que también reducira la transduccion fuera del objetivo como

se ha demostrado con la proteina de VSV-G&'.

Sin embargo, la replicacion de estos vectores es muy toxica para las células
infectadas por ejemplo en SNC provocara una encefalitis letal por lo que seria viable

utilizarlo en tratamientos oncoliticos, aun con esta complicacion se han empleado
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en SNC para el tratamiento de Alzheimer, Parkinson y principalmente en canceres
como glioblastoma multiforme®!. Los genes asociados a la patogenicidad, son el
gen de la timidina quinasa o los genes que codifican las glicoproteinas gC , gG, gE,

orgl®4.

Para reducir esta toxicidad se han eliminado los genes de trasncripcién temprana
ICP4 o ICP27 que provocan lisis celular en todos los tipos celulares®® esto reduce
sin eliminar del todo la replicacion del vector citotoxico dentro de la célula y minimiza
la respuesta inmune del huésped a los productos genéticos virales®. Como
resultado estos vectores pueden mantener la expresiéon de un transgén hasta por 3
semanas en cultivo celular y 1 mes in vivo®'. No obstante, puesto que hay que
proveer los genes ICP4 o ICP27 en el cultivo celular hay que asegurarse que las
secuencias genéticas presentes en el cultivo y las secuencias restantes del propio
virus no se superpongan de lo contario, se podria producir una recombinacion
genética sin embargo, dificilmente se generaria un virus de tipo salvaje ya que el
virus requiere forzosamente que el gen ICP27 esté integrado en su genoma para su

replicacion®®.

Al inactivar el gen ICP34.5 que permite al HSV crecer en células quiescentes evita
su replicacion en neuronas eliminando asi su virulencia y por consiguiente la
encefalitis al tiempo que mantiene y potencia su capacidad de transducir células
neuronales. Aunado a esto para robustecer la seguridad del vector se le pueden
eliminar genes no asociados directamente a la replicacion, pero que contribuyen a
reducirla u obstaculizarla como es el caso del gen Vmw65 y el gen que codifica
ICP45°,

Los elementos clave que ayudaron a mejorar el disefio de HSV asi como de muchos
otros virus es la identificacion de secuencias necesarias para la replicacion, la senal

de escisidbn/empaquetamiento y el origen viral®'.

Otra barrera que tienen que enfrentar los herpesvirus es el limitado tiempo de
expresion ya que el herpesvirus de forma natural interrumpe la expresion de sus
genes e inicia una infeccién latente en tan solo unos dias, de tal manera que es

como si el virus no estuviera presente®, sin embargo, una pequeia fraccién del
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genoma asociada a la latencia (LAT) se mantiene activa®®. A partir de este
conocimiento se empezd a investigar al promotor de LAT con la esperanza de
mejorar la expresion del vector y los resultados concluyeron que LATP2 actuaba
como un potenciador con la capacidad de expresar dos genes cada uno bajo el
control de sus propios promotores en orientaciones opuestas con el elemento
LATP2 en el centro (Figura 3) y ademas, mantenia la expresion hasta por seis
meses. Este elemento podria implementarse en terapias que requieran la expresion
de dos genes o para expresar tanto un gen como un marcador terapéutico, en
terapia ex-vivo con células madre de médula 6sea o células dendriticas donde es
muy dificil transducir genes exogenos. Se busca utilizar LAP2 con promotores
celulares con patrones de actividad especifica de tipo celular para determinar si
puede expresarse a largo plazo dentro de un vector viral. En una evaluacion de HSV
recombinante no replicante transportando GFP y galactosidasa logré una infeccion
100% pura®°.

- - —_—

I | l | l |

gene2 prom2 LATP2 prom 1 gene 1

Figura 3. Uso de LATP2 actUa como un enhancer*”. La region LATP2 dirige la expresion a largo plazo de
dos promotores localizados en sentidos opuestos *°.

Por otro lado, se ha evaluado la seguridad del vector HSV carente del gen ICP34.5
con el objetivo de que replique y destruya células de glioma en divisién frente a la
presencia de herpesvirus de tipo salvaje latente sin efectos dafinos por lo que es

improbable la replicacion aun cuando hay HSV de tipo salvaje®°.

El mayor obstaculo en el progreso de HSV son los métodos ineficientes de
produccion ya que este proceso requiere de virus auxiliares o lineas celulares que
proporcionen las proteinas faltantes en trans X' para que se construya el vector

viral®®. Para intentar resolver esto se han generado vectores auxiliares carentes de

X' Enhancer: también llamados potenciadores o secuencias amplificadoras son secuencias cortas que
potencian o aumentan el inicio de la transcripcion de un gen en conjunto con otras secuencias reguladoras.
X' Trans: Son secuencias de ADN (elementos reguladores) que codifican factores de trasncripcion para
genes distantes Ej. El cromosoma 10 puede actuar como regulador del 4.
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sefal de empaquetamiento en diferentes césmidos*!V, con esto se consiguié un
vector con un menor nivel de virus auxiliar (contaminante), pero no se logré eliminar

la replicacion del virus auxiliar citotoxico®’.

Otro método de produccién es el sistema BAC*V usado para expresar genes virales
complementarios tiene ventajas al trabajar con multiples cdésmidos, pero la

contaminacioén del virus auxiliar persiste®.

Una desventaja del método basado en amplicon es que estos vectores generan una
expresion relativamente limitada ademas, de que la expresion en células en division

es transitoria por que el ADN del vector se pierde durante la mitosis®8.

Otra desventaja es la premunidad, lo que limita la expresidén génica con el fin de
resolver esto se han desarrollado vectores hibrido que combinan componentes del
amplicon de HSV-1 con elementos genéticos de otros vectores virales de esta forma
se han creado vectores hibridos HSV-AAV que combinan una alta capacidad de

insercion y amplio tropismo con altos niveles de expresiéon por tiempo prolongado®®.

Los HSV contintan en vias de desarrollo como candidatos para desarrollar vectores
para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas y terapia génica y oncoldgica en
humanos y vacunas® 8 en animales sin embargo, los herpesvirus tienen un
potencial oculto que debe seguir investigandose®'!, para que se asemejen a otros
sistemas vectoriales actuales seguros y eficientes. También se propone su uso
como vacuna de refuerzo para mejorar la respuesta inmune celular contra antigenos
especificos 0 como adyuvante para mejorar y aumentar la respuesta de células B®.
En el Cuadro 4 se recopilan las fortalezas y debilidades de los HSV. En los Cuadros
5 - 7 se enlistan algunos ejemplos de vectores herpesvirales aplicados a la

inmunizaciéon de diversos agentes etiolégicos.

XV Cdsmidos: Son vectores hibridos, poseen el ADN de un plasmido (proporciona resistencia a antibidticos)
y los sitios cos del bacteriéfago (le permiten empaquetar ADN). Se replican de manera independiente y
aceptan grandes insertos (45kb).

XV BAC: Cromosomas artificiales bacterianos, es un constructo derivado del plasmido F capaz de transportar
entre 150 y 350kbp.
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Cuadro 4. Fortalezas y debilidades del uso de Herpesvirus como vector viral 2

Fortalezas

Debilidades

Tropismo celular amplio.

Posee la mas alta capacidad de transporte 30 a
150 kb dependiendo el sistema de expresion.
Tropismo natural por células neuronales
(vectores HSV) o linfoides B (vectores EBV).
Muy adecuado como vector oncolitico.

Se ha

logrado mantener una expresion

prolongada del transgén (6meses).

Posible citotoxicidad residual.

El genoma del vector no se integra en el genoma
de la célula huésped.

Riesgo de recombinacion con células infectadas
por el virus del herpes simple de forma latente.
Altos niveles de inmunidad preexistente en el
huésped natural.

Sistemas de produccion poco efectivos.

EBV: Virus de Epstein Barr

Cuadro 5. Herpesvirus como vectores vacunales comerciales de aves de corral (HVT

y MDV)

Nombre comercial (manufactura) Antigeno expresado
Innovax-ND (Merck) NDV-F
Vectormune ND (Ceva) NDV-F
Vectormune Al (Ceva) Al-Hg
Vectormune LT (Ceva) ILTV-gB
Vectormune IBD (Ceva) IBDV-VP2
Vaxxitek HVT-IBD (Merial) IBDV-VP2
Innovax_ILT (Merck) ILTV-gl & gD

HVT: Herpesvirus del pavo, MDV: Virus de la enfermedad de Marek, ND: enfermedad de Newcastle, Al
Influenza aviar, ILTV: Virus de la Laringotraqueitis infecciosa, IBDV: Virus de la bursitis infecciosa
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Cuadro 6. Vectores derivados de la familia Herpesviridae >4

Vector

Patogeno objetivo

Antigeno objetivo
expresado

Herpesvirus
bovino 1

Herpesvirus
bovino 4

Herpesvirus
canino

Herpesvirus
equino

Herpesvirus
felino

Herpesvirus del
pavo

Virus dela
laringotraqueitis
infecciosa
Virus dela
enfermedad de
Marek

Virus de
Aujeszky

Virus sincitial respiratorio bovino
Virus de la diarrea viral bovina
Cryptosporidium parvum
Virus de la fiebre aftosa
Virus de Aujeszky
BVDV
Herpesvirus bovino -1
Virus de la rabia

Neospora caninum

Virus de la diarrea viral bovina

Virus del Nilo occidental

Virus de la leucemia felina
Toxoplasma gondii

Virus de la bursitis infecciosa y Virus de la
enfermedad de Marek

Virus de la influenza aviar

Virus de la enfermedad de Newcastle

Virus de la bursitis infecciosa

Virus de la fiebre porcina clasica
Virus de la encefalitis japonesa
Virus de la fiebre aftosa

Virus del sindrome respiratorio y
reproductor porcino

Virus de la gastroenteritis transmisible
Parvovirus canino tipo 2
FMDV+ Parvovirus porcino
Virus de la rabia

Virus de lainfluenza porcina

Proteina G de union a BRSV
Glicoproteina E2
Proteina de superficie p23
VP1
gB, gC, gD, gE, gl
Glicoproteinas E2
Glicoproteinas D
Glicoproteinas

Proteina de superficie
NCSRS2

Proteinas estructurales C,
Ems E1, E2 ProteinasEy
prM

Env, gag
Antigeno ROP2
IBDV VP2

Hemaglutinina Hg y Hy

Proteina de fusion F
VP2

Glicoproteina E2
Proteina NS1
VPa

GPg

Proteina S1
Proteina de capside
P1-2A (FMDV)+ VP2 (PPV)
Glicoproteina

Hemaglutinina H3

FMDV: Virus de la fiebre aftosa; PPV: Parvovirus porcino
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Cuadro 7. Herpesvirus de perros y gatos como vectores para proteger contra diferentes enfermedades

Vector viral Agente Antigeno Modelo animal Respuesta
Herpesvirus Neospora caninum NcSRS2 Perro Anticuerpos IgG de N. caninum
canino CHV Virus de la rabia G proteina Perro AcN protectores
Qo Rabia gpG del virus de la rabia Gato AcN protectores durante el desafio
35 T Toxoplasma gondii Antigeno ROP2 Gato IgG
g)_ o o Virus de la leucemia felina Glicoproteina de envoltura Gato Proteccion parcial
a5 Virus de lainmunodeficiencia felina Gag proteina - -
T - Calicivirus felino Gen precursor de la capside Gato Proteccion completa
PRRS GP5-M Ratones mas que cerdos AcN y respuesta linfoproliferativa
Fiebre aftosa Gen P1 Cerdo Respuesta humoral y celular con
proteccionincompleta
Piyelgen"FHG" * Cerdo Mejora lainmunogenicidad Requiere mas
VP1 estudios
VP1 Cerdo No protege
FMDV 'y PPV Raton Actividad neutralizante enratdn
Circovirus porcino-2 ORF2 Lechones Respuesta de proliferacion de linfocitos y
anticuerpos (Ac)
© ORF1y gen ORF2 parcial Ratones Balb/c Proteccion completa
2 Glicoproteina
_g Peste porcina clasica Glicoproteina E1 Cerdo
§ Virus de la encefalitis japonesa Gen NS1 Ratones Balb/c, cerdosy Protectora
o cerdas gestantes
§ Proteina SX0gS-o01 de pre Raton Ac
2 membrana y envoltura
> CSFV E 2gen Cerdo Proteccion completa
Schistosoma japonicum Sj26GSTy SjFABP Raton y Borrego Proteccion parcial
Subtipo del virus de la influenza porcina HA Ratones Protectora
(H3N2)
Influenza del cerdo (H1N1) Influenza A Gen HA Cerdo Efectiva durante el estudio
Parvovirus porcino VP2 Piglets Proteccion completa
Virus de la gastroenteritis transmisible GenS - -
Toxoplasma gondii TgSAGa Ratones Proteccion parcial
Virus de la rabia rgp Perro Respuesta inmune
Coccidiosis Gen Ea1A Aves -
Virus de la influenza aviar (H7N1) HA Aves Proteccion completa
Chlamydia psittaci pmpD-N Aves SPFde 1diade Proteccion parcial y disminucion de los
edad signos clinicos.
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Virus del
herpes aviar
y virus de
Marek

66

Cepa Hg5Na (A/swan/
Hungary/4999/2006 )
Enfermedad de Newcastle

Bursitis infecciosa

Laringotraqueitis infecciosa aviar

Virus de la influenza aviar de baja
patogenicidad (HgN2)

Gen hemoaglutinina (HA)
GenF

VP2

Glicoproteina B

GendeHAyde
Neuraminidasa

Aves
Pollitos de un 1 dia

In ovo o porvia
subcutanea, a pollitos
deadia
Pollos SPF
Pollos de engorda

Proteccion durante el desafio con una
vacuna viva adyuvada
Proteccion completa

Proteccion completa
(92-100%) proteccion

67y 87% no desarrollo signos clinicos

*FHG: gen multiepitopo, consta de 6 epitopos de células By dos epitopos de células T de FMDV; SPF: Libre de patdgenos especificos.
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Adenovirus
La familia Adenoviridae comprende 54 géneros: Mastadenovirus, (mamiferos

incluido el humano), Aviadenovirus (aves), Atadenovirus (serpientes, lagartos,
patos, ganzos, aves, zarigleyas y rumiantes), Ichtadenovirus (peces) vy
Siadenovirus (rapaces, periquitos y tortugas). Por lo general, causan enfermedades
respiratorias o gastroentéricas agudas de diversa gravedad?®. Los Adenovirus (Ad)
humanos son los mejor caracterizados y la mayoria de estudios de transferencia

genética se han llevado a cabo con vectores derivados del serotipo 5 de Ad (Ad5)?4.

Los virus de esta familia no tienen envoltura, son de contorno hexagonal, con
simetria icosaédrica, de 70 a 90nm de diametro, su genoma consta de ADN lineal
de doble cadena de 26 a 48kpb de tamafo, con repeticiones terminales invertidas,
se replica en el nucleo y se libera por lisis celular; ademas, es hemoaglutinante y

algunas especies han mostrado actividad oncogénica en animales de laboratorio3®.

Dentro del genoma del Ad los productos génicos E1A y E1B son responsables de
la transformacion celular y por lo tanto de la oncogenicidad (experimental) de

algunos adenovirus®’.
Ciclo biolégico

La replicacion tiene lugar en el nucleo mediante un proceso complejo de
transcripcion temprana y tardia (antes y después de la replicaciéon del ADN); los
viriones se liberan por lisis celular. Se forman cuerpos de inclusién intranucleares

gue contienen un gran numero de viriones, a menudo en matrices paracristalinas?6.
Cambios y modificaciones del Ad paratransformarse en vector

Los principales estudios que se conocen giran en torno al Ad5 humano con
aplicaciones clinicas tanto para humanos como para animales independientemente

si son hospederos naturales o no?*.

Es capaz de transducir la mayoria de células quiescentes y en division ademas,
después de una inyeccion intracraneal infecta neuronas, astrocitos, oligodendroglia,
ependimocitos, epitelio coroideo y microglia®®. Cuenta con una alta capacidad de

inserto de hasta 20kby a pesar de que se replica en el nucleo su genoma

A



permanece de manera episomal sin riesgo de que se integre al genoma del
hospedero®. La entrada del virus en la célula mejora asociando la fibra de entrada
a un correceptor de integrina, e igual que en otros virus es posible alterarla para que
pueda unirse mas eficientemente a otros componentes de la superficie celular y

otros hospederos®2.

Dentro del genoma la region E3 a cargo de modular la respuesta inmune del
huésped a la infeccién por adenovirus, no es esencial para su replicacion y se puede
eliminar o reemplazar sin interrumpir la replicacion del virus in vitro y por lo tanto, es
uno de los sitios de insercion de ADN heter6logo cuando se construyen vectores
adenovirales®?. Otra particularidad es que el propio virién induce la expresion de
citoquinas sin la necesidad de que se expresen los genes virales. Y mantiene su
efecto por mas tiempo de lo que se espera de infecciones virales agudas en murinos

y simios?4.

Los vectores adenovirales proporcionan una expresion muy intensa, pero en un
corto plazo (5 a 10 dias) para contrarrestar esto se elimin6é el gen E1 y otros
relacionados con la replicacion permitiendo ampliar el tiempo de expresion a 30 dias
sin embargo, se expresan niveles bajos de antigenos virales después de la infeccion
y por lo tanto un nivel bajo de replicacion que también disminuye el tiempo de
expresion®. Por otro lado, parece que la respuesta prolongada no se debe a que se
mantiene la expresion del antigeno ya que esta tan solo dur6é una semana, si no a
que el antigeno permanece en el cuerpo durante al menos 30 dias tiempo en el cual
ceba a las células T virgenes?* . Aun asi, puede ser apropiado su uso en vacunacién
o en el tratamiento de enfermedades que requieran una expresion transitoria como

enfermedades cardiovasculares y cancer®?,

Se han construido tanto Ad-R+ X' que requieren un titulo menor para ejercer su
efecto y logran inducir inmunidad de las mucosas mas efectiva como Ad-R-*". No
obstante, el uso de vectores Ad-R+ en hospederos permisivos da lugar a la

produccion de particulas infecciosas que pueden ser liberadas al medio ambiente

XM Ad-R+: Vectores adenovirales con capacidad de replicacion en el huésped.
XV Ad-R-: Vectores adenovirales no replicativos, incapaces de multiplicarse en el huésped.
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por lo que se busca retirarlos y permitir solo las cepas cuya inocuidad ha sido
firmemente establecida?*. Es por esto que se prefiere el uso de Ad no replicativos o
Ad-R-.

Comparando varios Ad entre si transportando al mismo ADN heterdlogo se
descubrié que los vectores basados en Ad5 son particularmente inmunogénicos,
principalmente en la induccién de células T CD8+ especificas contra los antigenos.
Provoca una fuerte inmunidad innata que al administrarla en ratones induce una
inflamacion intensa, acompanada de la secrecion de altos niveles de citocinas
proinflamatorias e induccion de la maduracion de las células dendriticas?*. Debido
a esto, el uso repetido de Ad seria bloqueado rapidamente por la respuesta humoral
para contrarrestar esto se administran agentes inmunosupresores o citoquinas, pero
preferentemente se intercala el uso de distintos serotipos lo cual resulta muy

efectivo aun en presencia de anticuerpos neutralizantes°.

Después de que en 1970 a un grupo militar se le administro una vacuna compuesta
por Ad4 y Ad7 en forma de tabletas con recubrimiento entérico durante 25 afios sin
efectos adversos y proporcionando un nivel significativo de proteccion contra la
enfermedad respiratoria aguda?*, se considera la posibilidad de generar respuestas
sistémicas y de mucosas con vectores adenovirales, sin embargo, aun no se
obtienen resultados prometedores en animales manteniendo niveles bajos o
indetectables del vector aun depositandolo directamente en estdmago o intestino
delgado de ovinos y cerdos?*. En el Cuadro 8 se enlistan las fortalezas y debilidades

caracteristicas de los Ad.

En veterinaria se ha estudiado al adenovirus porcino, bovino y adenovirus aviar
(CELO virus) como potenciales vectores con el objetivo de inmunizar contra algun
antigeno, generando en la mayoria de los casos respuestas inmunes protectoras, e
incluso ha logrado producir AcN como podemos observar en el Cuadro 9. La
respuesta mas favorable se obtuvo en la proteccion de cerdos y bovinos contra el

virus de la fiebre aftosa mediante una sola inoculacion con en el vector Ad5%4.
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Recientemente en 2020 también se generaron las vacunas Johnson & Johnson,

AstraZeneca, CanSino y Sputnik V todas ellas basadas en adenovirus’? dirigido a

proteger contra el SARS-CoV 2 en humanos.

Cuadro 8. Fortalezas y debilidades del uso de adenovirus como vector viral % 72,

Fortalezas

Debilidades

Amplio tropismo por células quiescentes®!'y en
division salvo células hematopoyéticas.
Transporta 20 kb de ADN heterdlogo.

Garantiza altos niveles de expresién transgénica
y facilidad de produccion.

Muy adecuado como vector oncolitico.

Produce titulos altos (10 ufp / ml).

Puede ser usado como replicante o no replicante.
Baja recombinacion en el genoma.

Expresion transitoria del gen por 60 dias.

Altamente inmunogénico.

El genoma del vector no se integra en el genoma
de la célula huésped.

Expresion transitoria del transgén.

Altos niveles de inmunidad preexistente.

XVl Quiescentes: células que no se dividen.
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Cuadro 9. Adenovirus usados como vectores en medicina veterinaria >4

Vector

Patdgeno objetivo

Antigeno expresado Especies

Respuesta inmune

Adenovirus porcino

Adenovirus porcino

Adenovirus ovino

Adenovirus bovino

Adenovirus canino

serotipo 2

Cav2

Cav2

CELO virus

(adenovirus aviar)

Adenovirus porcino

Adenovirus de ave

Virus de la peste

porcina clasica
Virus de Aujeszky
Virus de la hepatitis
murina
Herpesvirus bovino
tipo 1

Virus de la rabia

Virus de la
panleucopenia felina
Virus de la fiebre
aftosa

Bursitis infecciosa

Virus de la
gastroenteritis
transmisible
Bronquitis infecciosa

aviar

Gps5

GpD
NS3

GpD

Glicoproteina

VP2

VP1

PV2

Proteina spike

Subunidad spike

Cerdos

Cerdos

Ratdn

Bovinos

Ratdn, Perro,

gato

Gatos

Cerdos

Gallinas/in

ovo

Cerdos

Gallinas,

Pollos

Protegio contra la exposicion virulenta con 1 dosis

Protegio a los cerdos contra el desafio

Genera células T secretoras de IFN especificas de NS3 en ratones

Indujo respuestas protectoras en terneros

En perros, la inoculacion Sc de un Ad replicante genero AcN 'y
protegieron contra el desafio letal
En gatos lainoculacion IM generd AcN y proteccion

Provoco AcN en todos los gatos y protegio contra la enfermedad

Dio lugar a una respuesta humoral, incluida la induccion de AcN, en
cerdos

Indujo proteccion tras la inyeccidn en pollos o en huevos

A la vacunacion oral indujo AcN especificos de TGEV en cerdos y se
detecto IgA especifica en intestino y pulmones de animales
inmunizados

Resultaron protegidos después de la vacunacion oral
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Virus Adenoasociados

Los virus adenoasociados (AAV) fueron descubiertos como contaminantes no
patdbgenos en preparaciones de adenovirus en 1965, pertenecen a la familia
Parvoviridae y a el género Dependovirus®? tienen 4.7 Kb y estan constituidos por
ADN de cadena sencilla, requieren de un adenovirus o de un herpesvirus que

coopere con sus funciones para que se puedan replicar’2,

Las proteinas en la capside viral diferencian a los serotipos de AAV vy les confieren
tropismos tisulares caracteristicos’3, hasta ahora se han descubierto 12 serotipos
de AAV humanos (AAV1-AAV12) y 100 en primates no humanos. El AAV2 ha sido
el mas estudiado y el primero en ser aprobado para terapia de reemplazo genético
(Cuadro 11) para el tratamiento de amaurosis congénita de Leber en humanos’3,
hemofilia B (higado), fibrosis quistica (pulmén) y la enfermedad de Parkinson

(cerebro)'s.
Ciclo biolégico
Consta de dos etapas: litica y lisogénica.

El ciclo litico ocurre solo en presencia de un virus ayudador que puede ser
adenovirus o0 herpesvirus en esta etapa ocurre una replicacion activa, expresion
genética y produccion de viriones infecciosos. En ausencia del virus auxiliar el AAV
entrara al ciclo lisogénico en el cual se integra como ADN de doble cadena en el
genoma de la célula hospedera en un locus** especifico gracias a la recombinacion
dirigida por la region viral rep, manteniéndose latente hasta que se produzca una

infeccion por adenovirus o herpesvirus’4.

XXLocus: Lugar especifico del cromosoma donde esta localizado un gen o una secuencia de ADN.
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A) AAV de tipo salvaje

[\Fm:ﬂ

ITR ITR

B) AAV recombinante

Plasmido vectorial
+ Plasmido de empaquetamiento

AAVss

+ Plasmido avxiliar

Leta  e1b E20  VARNA |

Figura 4. Disefio del genoma del vector AAV recombinante. (A) El genoma de AAV de variantes
virales de campo consta de los genes rep y cap virales entre ITR**. (B) ADN monocatenario (AAVss)
conteniendo el transgén, los genes de empaquetamiento (rep y cap) y auxiliares (E1a, E1b, E2a,
E4 y VA ARN) se administran en plasmidos individuales para completar la replicacion del AAV y
adquirir el transgén (modificado de”s).

Caracteristicas y modificaciones de los AAV paratransformarse en vector

Entre sus caracteristicas destacan su amplio tropismo transduciendo desde pulmon,

higado, musculo, retina, células madre hematopoyéticas, liquido sinovial articular,

células endoteliales, intestino’4, hasta neuronas y en algunos casos astrocitos,

microglia y oligodendrocitos®®, pero son especialmente eficaces en miotubulos de

musculo estriado principalmente en fibras de contraccidn lenta que rapida y

neuronas maduras. Bazo y timo son menos eficientemente transducidos por

vectores AAV74,

XX ITR: Regiones repetidas de forma invertida.
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Figura 5. Serotipos de virus adenoasociados (1-9) y su tropismo celular 33 72,

Nd by

Serotipo/ Sistema Musculo Retina Pancreas Célula lisa Higado Rinéon Corazén Pulmén
Tropismo nervioso esquelético  del epitelio
central vascular
AAVA X* X X X X
AAV2 X* X X X X
AAV3 X X
AAV4 X* X
AAV5 X* X X X
AAV6 X X X
AAV7 X* X X
AAVS8 X* X X X X X
AAV9 X* X X X X X X

AAV: Virus adenoasociado
*Hasta el momento el AAV9 es el unico serotipo presente en la naturaleza que ha demostrado atravesar la barrera hematoencefalica

Los AAV permiten la eliminacion y remplazo de los genes rep (replicacion) cap
(proteinas estructurales) solo conservando los extremos ITR indispensables para el
empaquetamiento, sintesis de la segunda cadena e integraciéon de los transgenes 74
pese a que eliminan la mayor parte del genoma solo es posible transportar de 4,5%-
5,2kpb de ADN y 5kpb en células musculares o neuronales®? por lo que se sigue
trabajando para expandir su capacidad desarrollando hibridos de parvovirus por
ejemplo B19/AAV47, uso de promotores mas pequefos o usar la actividad
promotora del ITR de AAV, heterodimerizacion *X! de distintos vectores AAV

permitiendo extender la capacidad de inserto a 10kb’4.

La integracién en el genoma si llegara a suceder es al azar’?, en todos los serotipos
excepto el serotipo AAV1 que se integra en un locus especifico en el cromosoma 19
(C-19) y esta dado por las proteinas generadas a partir de la secuencia rep (helicasa
y endonucleasa). Sin embargo, el gen rep es eliminado para tener mayor capacidad
de inserto y por su alta toxicidad?33; por otra lado, la ausencia de este gen propicia

que AAV se integre en puntos heterogéneos del genoma del huésped a través de

XX Heterodimerizacion: Unidn de dos moléculas diferentes en una entidad activa funcionalmente.
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las secuencias ITR, para evitar esto se agrega una proteina rep regulable por

RU486 lo que favorece su correcta integracion en el cromosoma 19 (C-19)74.

Sin embargo, AAV1 silvestre es capaz de interrumpir la expresion de C-19 asociado
al gen TNNT1 que codifica isoformas de troponina 1 expresadas en musculo
esquelético por lo que representa un riesgo para las células musculares

(multinucleadas)’# 78,

Dado que requiere de auxiliares para completar su replicacion se tenia la incognita
de si mantendria la expresion en ausencia de estos y parece no ser relevante su
presencia, manifestando eficiente infeccion y expresion génica estable a largo plazo
en parénquima cerebral y células musculares®?. Una de las particularidades de los
AAV es que forman concatameros *X!' integrados o episomas circulares de
secuencias de entrada que podrian servir como plantillas para la expresion episomal

independientemente de la integracion’4.

Entre las observaciones mas interesantes en cultivos de células musculares
humanas después de la infeccion con el vector AAV la mayoria de ADN de cadena
sencilla desaparecia, pero durante esta etapa y la posterior los niveles de expresion
transgénica aumentaban, esto estaba asociado a la trasformacion del ADNss a
ADNds®® por lo que al acelerar la presentacion de ADNds se puede mejorar la
expresion de nuestro transgén, e integrando la proteina ssD-BP capaz de regular la
sintesis de la cadena complementaria podemos potenciar y asegurar que se lleve a

cabo este proceso.

Para mejorar la transferencia del gen se debe perfeccionar la interaccion con los
receptores celulares, estimular la conversién eficiente de AAV monocatenario a AAV

de doble cadena y lograr la apropiada expresion del transgen’4.

El tiempo que se mantiene la expresidon varia segun el tipo de tejido transducido por
ejemplo en ratas a la administracion intramuscular con el AAV-lacZ se mantuvo una
expresion de varios meses hasta 1,5 afios, en perros se mantuvo igualmente por

1,5 anos, en cardiomiocitos se obtuvo una expresion de 2 a 3 meses, en el sistema

XXl Concatamero: es una molécula de ADN que contiene multiples copias de una misma secuencia de
nucledtidos dispuestas en serie.
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hematopoyético se obtuvo una expresion a largo plazo y en ocasiones incluso logré

corregir completamente el trastorno hematologico?®.

Los AAV son apatégenos en mamiferos y humanos’?, pese a esto, se debe tener
cuidado al administrarlo en sitios localizados (espacio articular, parénquima
cerebral) ya que la infeccion de estos crea desafios inmunolégicos mucho mas

fuertes que los generados por una infeccion natural’3.

En cuanto a la respuesta inmune aun cuando el ser humano es su huésped natural
y posee anticuerpos contra el serotipo mas comun AAV2 solo una minoria es capaz
de neutralizar las infecciones por AAV in vitro y parece ser que el AAV transduce

adecuadamente aun en presencia de AcN74.

Las CPA no son transducidas eficientemente y no proliferan esto explica la falta de
respuestas inmunitarias celulares3? 58 pero manteniendo una buena respuesta
humoral contra las proteinas de capside del vector. Aun asi, la respuesta inmune
generada puede verse afectada debido a factores asociados al individuo’3, al
transgén, presencia de contaminantes (virus o proteinas auxiliares) y a la

administracion (sitio, dosis)’4.

La homologia entre los diferentes serotipos de AAV puede variar mucho entre
algunos AAV lo que permite transfectar distintos tipos celulares y dotandolos de
caracteristicas particulares, esto hace que sean mas eficientes transduciendo un
tipo celular que otro’3; por ejemplo, a la administracion en parénquima cerebral el:
AAV4 transduce mejor ependimocitos, AAV2 neuronas y el AAVS5 neuronas y
astrocitos aparte de que es 130-300 veces mas eficaz que el AAV258, La posibilidad
de reactividad cruzada puede eliminarse facilmente intercalando diferentes

serotipos’4.

Ademas, los serotipos AAV 1, 5, 9, y 10 transducen mejor en SNC, y el 9, 8 y 10
pueden ingresar a SNC desde la circulaciéon sanguinea y a lo largo de vias
neuronales especificas después de la inyeccion parenquimatosa, lo que permite
administrar el gen ampliamente dentro de SNC. Para aprovechar esta propiedad se
deben conocer las variaciones entre patrones de transporte dentro de sistemas

cerebrales, asi como, entre especies para que sea aplicado de forma efectiva®®.
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Otro hallazgo importante de los AAV es que sensibilizan a las células frente a drogas
terapéuticas, de tal forma que la infeccion con el virus AAV2 incrementa la
fragmentacion de las células Hela y de las A549 que induce la quimioterapia con

cisplatino’2.

En cancer se probd como vector para transportar productos antiangiogénicos contra
el factor de crecimiento endotelial vascular transduciendo eficientemente las células

y logrando inhibir la proliferacién de células endoteliales capilares’®.

A diferencia de los vectores Ad la produccion de vectores AAV requiere mucha
mano de obra y tiempo ya que requiere de plasmidos auxiliares o lineas celulares
que le provean de las proteinas necesarias para completar su replicacion, ademas,
se corre el riesgo de contaminacion con el plasmido auxiliar y también la posibilidad
de generar viriones vacios. A pesar de esto pueden concentrarse y purificarse a
titulos muy altos®®. Su capacidad de empaquetamiento se restringe cuando se lleva

a cabo a gran escala lo que genera una produccion ineficiente’?,
En el Cuadro 10 se resumen las fortalezas y debilidades que expresan los AAV.

Cuadro 10. Fortalezas y debilidades de los virus adenoasociados % 7276,

Fortalezas

Debilidades

Transduce células quiescentes y en division.
No son patdgenos.

Buena respuesta humoral.

Muy utilizado en SNCy como terapia génica.
Alto potencial en tratamientos musculares y
oncoliticos.

Permanece como concatameros o episomas
circulares.

Eltamano de inserto puede ampliarse con
heterodimerizacion.

El tiempo de expresion varia segun el tipo

celular de meses hasta 1,5 anos.

Lleva ADN heterdlogo de hasta 5-5,2
Kb.

Produccion ineficiente a gran escala.
Necesita coinfeccion por virus auxiliar
(adenovirus o virus del herpes simple).
Riesgo de mutacidn por insercion.
Integracion potencial en sitios
especificos.

Respuesta celularinexistente o

reducida.
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Cuadro 11. Vectores AAV enfocado a diferentes aplicaciones clinicas *°

Organo Enfermedades objetivo Serotipos Candidatos vectores
emergentes

Higado Hemofilia, deficiencia de a-1 AAVS8 AAV2(Y—F), AAV7,
antitripsina, deficiencia de ornitina AAV-HSCas/17
transcarbamilasa

Corazon Falla cardiaca congénita, AAV1, AAVE, AAVM41, AAV218,
cardiomiopatias AAVg AAV9.45

Esqueletos  Distrofias musculares, deficienciade AAV1, AAVS, AAV7, AAV2.5, AAV6
a-1 antitripsina AAVg

Musculo Deficiencia de lipoproteina lipasa, (Y445F/Y731F),
trastorno de almacenamiento AAV218, AAVg.45
lisosomal

Pulmon Fibrosis quistica, deficiencia de a-1 AAV5g AAV6.2, AAV25T,
antitripsina AAV-HAE1/2

SNC Parkinson, Alzheimer, epilepsia, Intracraneal: Para uso sistémico:
esclerosis lateral amiotrofica, atrofia  AAV1, AAVs, AAVrh 10, Clon AAV
espinal muscular, sindrome de rett, ~ AAVS8 32/83
trastorno de almacenamiento Sistémico: AAVg
lisosomal

Ojo Amaurosis congénita de Leber, AAVy, AAVS AAVShF10, AAV2

degeneracion macular

(Y—F), AAV8(Y733F)
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Baculovirus

Los Baculovirus, o nucleopoliedrovirus (VPN) llamados asi debido a las inclusiones
que hacen en el nucleo de las células infectadas, se han usado ampliamente desde
198077 con la finalidad de producir una proteina o expresar simultdneamente varios
genes, son miembros de la familia Baculoviridae que incluye a los géneros
Granulovirus y Nucleopoliedrovirus’®. Son virus grandes con envoltura y genoma
ADN circular bicatenario de 80-180 kbp. Hasta ahora solo se han encontrado en los
artropodos y su rango de hospedadores es restringido a estos por lo que se utilizan

con éxito para el control de plagas de multiples insectos?*.

El baculovirus mas estudiado es Autographa californica multiple nacleo-polyhedro
virus (AcMNPV). EI ADN genomico del AcCMNPV es de 134 kpb, estda empaquetado
en una nucleocapside con forma de varilla cuya longitud es proporcional al tamafo

del genoma, lo que permite la insercién de grandes segmentos de ADN extrafio?“.
Ciclo biolégico

En la naturaleza, los viriones de baculovirus se encuentran incrustados en una
matriz proteica paracristalina formada principalmente por una sola proteina llamada
poliedrina (polh). Una vez ingerido por las orugas susceptibles, la matriz se disuelve
en el intestino del insecto y el virion (ODVs; virus derivados ocluidos) se fusionaran
a las células epiteliales, luego las nucleocapsides migraran al nucleo estableciendo
la infeccién primaria. Como parte de su replicacion bifasica, las células infectadas
producen otro tipo de virion (VB; virus brotado) que facilita la entrada viral por
endocitosis en otros tipos de células, y el establecimiento de una infeccién sistémica

en las larvas de insectos’® (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo de replicacion del baculovirus y su modificacion a vector viral (modificado
de ). (1) el lepiddptero consume plantas infectadas con cuerpos de oclusion de baculovirus
(2) se disuelve la matriz de poliedrina en el intestino del insecto (3) los virus derivados de la
oclusion (ODV) son liberados en el intestino medio y se fusionan a la membrana celular (4) el
baculovirus brotado (BV) entra al nicleo. (5) Expresion y replicacion del gen BV. (6) sale la
progenie de BV. (7) infeccion secundaria con BV portador del gen deinterés utilizando células
cultivadas. (8) desencapsidacion y entrada al nucleo. (9) replicacion del BVy sintesis de ODV.
(10) lisis celular y amplificacion del gen de interés (121) liberacidn de poliedros

Caracteristicas y modificaciones del baculovirus para transformarse en vector

Después de descubrir a los baculovirus en 1983, estos se comenzaron a emplear
como sistemas de produccidén de proteinas recombinantes al que llamaron BEVS "
(Cuadro 14) que consiste en la infeccién de una célula de insecto con un baculovirus
gue contenga el gen que codifica para nuestra proteina de interés®' usando como
promotores al promotor de polh y los genes p10 que impulsan la expresion de genes

tardios y en nuestro caso del gen heterélogo’®.

Se caracteriza por ser el método mas simple, seguro, rapido y econémico para la

produccion de proteinas recombinantes a comparacion de sistemas tradicionales

XXl BEVS: Baculovirus Expression Vector System o sistema de expresion en baculovirus. Sistema de
expresion con base en células de insecto-baculovirus.
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basados en células eucariotas o procariotas, ha sido utilizado ampliamente para la
produccién rapida y eficaz de vacunas basadas en virus like particles (VLPs)**IV
incluso durante emergencias epidémicas®', el Cuadro 13 menciona algunos

ejemplos de uso comercial.

Como sistema de expresiéon el BEVS se ha utilizado para mejorar la expresion de
vectores virales que no tienen una produccién tan eficaz, como es el caso del AAV33
que se ve limitado al requerir virus auxiliares que le provean las proteinas
necesarias para su replicacion, a partir de esto el BEVS bajo los sistemas ThreeBac
System, TwoBac system y OneBAc system *V | logréo que las células de insecto

expresaran AAV recombinantes y redujo los costos generales?'.

Después del surgimiento de la ingenieria genética, los baculovirus también pueden
ser empleados como medio para entregar material genético o expresar proteinas en
la célula blanco, es decir ser utilizado como vector viral, a esta herramienta
biotecnologica se le llam6é BacMam *V!' este sistema es producido mediante
cualquier plataforma BEVS; consta de un promotor que generalmente es el del
Citomegalovirus en lugar de polh®?, el casete de expresion que nos interesa y otros
elementos necesarios para regular la transcripcion y traduccion de la proteina de

interés igual que en cualquier otro vector viral.

Los baculovirus como vectores virales tienen un amplio tropismo celular, son
eficientes y seguros al entregar genes en células de mamiferos?* ya que los
promotores génicos de insecto no estan activos en estas células, tiene una alta tasa
de expresion, puede expresarse durante la fase de oclusion®3, aceptan grandes
insertos (38kbp) y manifiestan un buen perfil inmunogénico que activa respuestas
humorales y de células T CD8, ademas, puede funcionar como adyuvante
inmunoldgico contra antigenos coinyectados, la limitante es que la expresiéon solo

dura entre 7 y 14 dias pos inoculacién?* 81,

XXV VLPs: Virus Like particles Particulas similares a virus.
XXV OneBAc system: Hace referencia al nUmero de baculovirus empleados en el BEVS.
XXV BacMam: Baculovirus aplicados en mamiferos.
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Los baculovirus recombinantes se obtienen inicialmente remplazando el gen de la
poliedrina de AcCMNPV, estos se cotransfectan en células de insecto Sf21 con una
mezcla del ADN viral y el vector donante y finalmente se aisla y purifica el

recombinante?’.

Con el fin de manejar baculovirus mas simples, se ha reducido el tamafo de su
genoma, sin embargo, esto genera que varios genes naturales del baculovirus
presenten defectos a la hora de expresar genes foraneos en su conformacién, aun
asi, es posible remplazar varios loci en el genoma de AcMNPV con moléculas

heterélogas?+.

Inicialmente, los virus se inactivaban en presencia de suero nativo mediante el
sistema de complemento, para superar este problema se le anadié el factor humano
acelerador del deterioro en la envoltura viral, lo que no solo inhibi6 la inactivacion
por complemento si no también mejoro la transferencia de genes en ratas recién
nacidas. Otra solucién fue pseudotipar los virus BacMam con la proteina G del Virus
de la estomatitis vesicular (VSV), esto los volvid resistentes a la inactivacion por
sueros animales. Ademas, requiere una dosis 10 veces menor de virus para inducir

una respuesta inmune celular especifica?*.

Derivado del BacMam surge el Baculovirus display technology, esta tecnologia
utiliza al baculovirus como presentador de antigenos al mostrar proteinas o péptidos
inmunogénicos desplegados en su superficie. La presentacion del antigeno se logra

al fusionar a la glicoproteina gp64 a las proteinas de interés?’.

En terapia oncoldgica se ha demostrado que AcMNPV induce inmunidad adquirida
antitumoral; es decir, es un potencial virus o agente de terapia tumoral que induce
inmunidad innata y adquirida®. Encima de esto, también se han considerado para

el desarrollo de pruebas diagnésticas en terapia génica y cancer?'.

A continuacion, el cuadro 12 resume las fortalezas y debilidades del baculovirus

Ccomo vector.
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Cuadro 12. Fortalezas y debilidades del Baculovirus como vector 878

Fortalezas

Debilidades

Alta expresion del gen de interés.

Alto margen de seguridad.

No replica en células de vertebrados.

Se obtienen altos titulos de la proteina de
interés.

Esfacil de producir en laboratorio.

Baja citotoxicidad en comparacion a virus
de mamiferos.

Los mecanismos para la modificacion
postraduccional de las proteinas en los

sistemas de los insectos son similares a los

de los sistemas de los mamiferos.

Requiere de incubadoras de agitacion
continua de alto rendimiento.
Menor tasa de expresion comparada con

un sistema procarionte.

Cuadro 13. Productos derivados de BEVS con licencia para uso comercial 86

Producto Manufactura Tipo de producto
FPC Porcilis Pesti MSD Animal Health Vacuna de
subunidades
Bayovac CSF E2/ Bayer AG/Pfizer Animal Vacuna de
Advasure* Health subunidades
Circovirus Circumvet PCV Merck Animal Health VLP
porcino tipo 2
Ingelvac CircoFLEX Boehringer Ingelheim VLP
Vetmedica
Porcilis PCV MSD Animal Health VLP

*Descontinuado; CSF Classical swine fever; PCV Circovirus porcino.
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Cuadro 14. Productos farmacéuticos producidos mediante BEVS y autorizados para su uso en humanosy animales &

Manufactura Patogeno objetivo Afo Antigeno expresado Linea celular
Bayobac CFS (Bayer) Fiebre porcina clasica 2002 gEnvE2 Sfg
Porcilis Pesti (Intervet- Fiebre porcina clasica 2004 gEnvE2 Sfg
Schering-Plough)
Porcilis PCV (Intervet-Schering-  Circovirus porcino 2 (PCV) 2004 ORF2 Sfg
Plough)
Cervarix (Glaxo Smith Kline) Papilomavirus humano 2007 L1 Sfg
Ingelvac Cicoflex (Boehringer Circovirus porcino 2 2009 ORF2 High five ®
Ingelheim Vetmedica)
Priovenge (Dendreon) Cancer de prostata 2010 Acido prostatico- fosfatasa ligada alfactor ~ Express SF +®
(inmunoterapia) estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos
Best-Hs (BoehringerIngelheim  Virus de la influenza aviar 2012 Hemaglutinina del virus de la influenza Sf21
Vetmedica)
Glybera (uniQure) Restaurarla enzima lipoproteina 2012 Vector de Virus adenoasociado tipo 1 Express SF +®
lipasa
Flublock (Protein Sciences Influenza estacional 2013 Three HA, H1, h3y B Express SF +®

corporation)
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Retrovirus

Los retrovirus fueron llamados asi a mediados de la década de 1970, después del
descubrimiento de una enzima clave, la transcriptasa inversa (RT) la cual refleja la
propiedad de los retrovirus para usar su genoma de ARN como molde para generar
ADNds proviral mediante RT, este ADNds posteriormente se transporta al nucleo,
donde es integrado de forma estable en el genoma del huésped gracias a una

enzima llamada integrasa®? 36,

Los viriones miden de 80 a 100 nm de diametro y estan conformados por un genoma
diploide, formado por un dimero de dos moléculas de ARN lineal de sentido positivo,
monocatenario, cada uno de un tamano de 7 a 11 kb rodeado por una
nucleoproteina interna con simetria helicoidal y una capside icosaédrica, a su vez
rodeada por una envoltura con glicoproteinas (proteinas de superficie y

transmembrana)?.

Dependiendo del retrovirus y su respectivo huésped, pueden ser agentes causales
de ciertos tipos de cancer, trastornos inmunosupresores, enfermedades
inmunomediadas, o pueden existir como componentes estables del genoma del
hospedador. Algunos retrovirus de relevancia en veterinaria son causantes de

enfermedades como leucosis aviar, leucemia felina e inmunodeficiencia felina®8: 3.
Ciclo biolégico

Primero el retrovirus se une a su receptor especifico logrando entrar al citoplasma
una vez ahi se desencapsida y libera tanto su ARN de cadena sencilla como sus
proteinas virales una de ellas la transcriptasa inversa que complementara las bases
de la cadena de ARN obteniendo asi ADN de doble cadena para finalmente obtener
copias del ARN viral, a partir de este, luego el provirus se trasladara al nucleo y se
integrara en el genoma de la célula hospedadora de forma permanente con la ayuda
de la integrasa. La segunda fase incluye la sintesis y procesamiento de los
genomas, ARNm y proteinas virales con los recursos celulares, bajo la influencia de
productos génicos virales. Los viriones se ensamblan y liberan de la célula por

gemacion de la membrana; las proteinas de la membrana celular del hospedador a
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menudo se incorporan en la envoltura del virus. La integracién viral ocurre durante
la fase S del ciclo celular; por lo que las células que no se dividen son resistentes a
la infeccidn retroviral. Sélo los lentivirus son capaces de infectar células que no se

dividen?®,
Caracteristicas y modificaciones del retrovirus para transformarse en vector

Los retrovirus mas estudiados y caracterizados para la transfeccion de genes
derivan de modificaciones del Virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV)®2,

el Virus del sarcoma de Rous y el Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)72.

Entre las preocupaciones del uso de retrovirus destaca la mutagénesis insercional
debido al ciclo infectivo natural de los retrovirus, ya que estos insertan su genoma
en el de la célula huésped permitiendo la posibilidad de que se vuelva parte integral
y sustancial del genoma produciendo la expresién permanente del gen insertado
que podria causar efectos inesperados e indeseados en el genoma celular como la
interrupcion de un gen esencial para la biologia de la célula en cuyo caso
tedricamente solo afectaria la integridad de las células infectadas sin provocar

ningun dafio al organismo’2.

Sin embargo, si el gen inactivado esta relacionado con un gen supresor de tumores,
se desencadenaria un proceso tumoral. Ademas, el hecho de que contenga
secuencias promotoras a ambos lados abre la posibilidad de que genes contiguos
al provirus posteriores en cuanto a la direccion de transcripcion de éste puedan ser
andmalamente activados por la propia integracion proviral y podria disparar un
proceso tumoral®: 9, Estas sospechas fueron confirmadas en el afo 2002 al utilizar
un gen marcador para sefalar células de médula 6sea de raton que fueron
trasplantadas en animales irradiados sin ningun efecto adverso. Sin embargo,
cuando las células de estos ratones iniciales fueron trasplantados a un segundo
grupo de ratones, muchos desarrollaron leucemia mieloide; después de un analisis
exhaustivo, se comprob6é que el gen celular Evil que codifica un factor de
transcripcion que en cooperacion con el producto del transgén contribuy6 a la
aparicion de este tipo de leucemia. Poco tiempo después, también se vio reflejado

en pacientes humanos a los que se les suministraba un gen terapéutico ex-vivo
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desde el ano 2000 con resultados positivos a células madre hematopoyéticas
mediante un vector retroviral, pero dos afnos después aparecidé un caso de leucemia
cuyo analisis demostré que se debia a una proliferacion desmesurada de linfocitos
T que habian recibido al transgén y en donde se hallaba integrado el provirus en el
cromosoma 11 cerca del gen implicado en la aparicion de leucemias juveniles a este
caso se sumaron dos mas, uno con sintomas y el otro asintomatico, pero gracias al

seguimiento pudo darse el tratamiento oportuno a todos los pacientes®®.

Es por esto que se prefieren retrovirus deficientes en replicacion a través de la
eliminacion y sustitucion de genes que codifican para proteinas estructurales y
relacionadas con la replicacion como la secuencia psi (empaquetamiento del virion),
gag, pol y env donde posteriormente se podra colocar los genes de interés de hasta
8kb’2. La falta de proteinas virales no solo lo vuelve deficiente en replicacion,
ademas, reduce su antigenicidad, lo que promueve una expresion génica
persistente; en contraste, al inestabilizar a la particula viral, la envoltura se torna
mas fragil, por lo que genera titulos virales bajos e incapacidad para transducir

células en division®!.

Para resolver este problema se implementd una tecnologia denominada

«pseudotipado» que consiste en remplazar la envoltura del retrovirus por la de otro
virus con el fin de conferir resistencia mecanica suficiente para la produccion de
particulas virales; en el caso de retrovirus, se ha utilizado la glicoproteina G de la

envoltura del virus de la estomatitis vesicular®®

Otro inconveniente del uso de retrovirus es la alta frecuencia de mutaciones, debido

principalmente a la falta de un mecanismo de correccion de nucleasas?“.

Por otro lado, se piensa que los retrovirus humanos endégenos (VRHE) podrian
reactivar la habilidad replicativa de los retrovirus, sin embargo, esto no es posible
debido a que VRHE y MoMLYV son diferentes en cuanto a el promotor, al enhancer
y al sito de union del ARNt utilizados. Ademas, las secuencias de VRHE gag, pol y
env también estan ausentes en MoMLV lo que reduce su capacidad de
empaquetamiento y replicacion por lo que existe una baja probabilidad de que se

vuelva replicativo; también aplica en casos concomitantes con VIH®2.
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Entre las ventajas del empleo de retrovirus se encuentra la estabilidad funcional y
estructural de las formas integradas del vector’? y que son capaces de infectar una
amplia gama de tipos celulares. Sin embargo, ya que derivan de oncoretrovirus
precisan que las células estén en divisién para que la forma de provirus (ADN)
pueda integrarse en el genoma, con lo que su empleo se restringe a células en
division activa®” 9, ademas, parece haber ciertos lugares de insercion
preferenciales’?. Aun asi, puede convertirse en una ventaja en la terapia ex vivo y
el tratamiento del cancer, ya que las células cancerosas que se dividen activamente
en un tejido que normalmente no se divide, como el cerebro, pueden infectarse y
eliminarse selectivamente sin mayor riesgo para las células normales®2. En el

Cuadro 15 se enlistan las fortalezas y debilidades de este vector.

Cuadro 15. Fortalezas y debilidades de los Retrovirus como vectores 24 62 67,94 72,
Fortalezas Debilidades

Capacidad de inserto de hasta 8kb. Probabilidad de mutagénesis insercional.

Induce respuestas protectoras de
linfocitos T citotdxicos*+.

Seintegra al genoma.

Estabilidad genética.

Baja probabilidad de reversién ala
virulencia.

Expresion duradera de antigenos.

Uso como anticancerigenoy en terapia ex

-vivo.

Alta frecuencia de mutaciones.
Riesgo de activacion oncogénica.

Solo transduce células en division.
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Lentivirus

Los Lentivirus son un género perteneciente a la familia Retroviridae, se les
considera mas complejos debido a la presencia de varios otros genes reguladores

y “accesorios” en su genoma’?.

Muchos de los vectores lentivirales que se utilizan en terapia génica se basan en el
VIH tipo 1y 2 aunque también se ha utilizado el virus de inmunodeficiencia simica
(SIV), virus de inmunodeficiencia felina (FIV) y virus de la anemia infecciosa equina
(EIAV)%® . Provocan enfermedades tales como lentivirus de pequefios rumiantes
(Maedi-visna y Artritis encefalitis caprina), anemia infecciosa equina,

inmunodeficiencia bovina, felina y humana?3®.
Caracteristicas y modificaciones del lentivirus para transformarse en vector

La principal ventaja de los LV es que pueden transducir células en division y
quiescentes®, por lo tanto se pueden utilizar para la expresiéon de transgenes en
neuronas’?. Ademas, poseen una capacidad de inserto bastante aceptable (10

kb)’, pero producir titulos suficientemente altos de este vector es muy dificil®’.

Por otro lado, se puede ampliar su numero de hospederos a partir del pseudotipado
con VSV-G, MoMLYV, virus de Mokola, virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)
y la rabia. La inmunidad prexistente es nula en la mayoria de los huéspedes, por
ejemplo, en personas con VIH en un inicio se esperaria que eliminara el vector
debido a la existencia de anticuerpos, sin embargo, las proteinas de la capside del
VIH parecen tener una vida media corta, lo que reduce la posibilidad de que el
sistema inmune pueda reconocer las células transducidas %. No transfieren
secuencias que codifican proteinas relacionadas con el empaguetamiento,
minimizando asi el riesgo de que las células transducidas por vectores sean

atacadas por linfocitos T citotoxicos especificos®’.

Otra caracteristica de este virus es su capacidad de integrarse en el genoma, solo
que a frecuencias mas bajas que otros retrovirus, ademas, de ser mucho mas
estable®®* lo que permite mantener la expresion del transgén a largo plazo, por

ejemplo, en cardiomiocitos de ratones se ha mantenido por cinco semanas®®. Para
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el VIH, este proceso es facilitado por la proteina integrasa, la proteina matriz, vpr y
el PPT. Sin embargo, la progresion a través del ciclo celular es necesaria para
transducir algunos tipos de células®. Debido a que la posibilidad de provocar
mutaciones esta latente, se estudia la posibilidad de mantener a los LV de forma
episomal; uno de estos estudios logr6 mantener la expresion episomal cerca de 1
ano en células hematopoyéticas de ratones, pero debe limitarse su uso hasta tener

claros los mecanismos por los cuales ocurre esto®.

Por ultimo, en LV no hay evidencia que confirme transformacioén celular, lo que los
vuelve mas seguros. Para aumentar la seguridad, los LV se disefan para ser
autoinactivables, donde el promotor y el potenciador de la LTR se eliminan de la
forma integrada del provirus, esto a la vez elimina la competencia del promotor del

casete de expresion®s.
En el cuadro 16 se enlistan las fortalezas y debilidades de los Lentivirus.

Cuadro 16. Fortalezas y debilidades de los vectores Lentivirales 58 7 9% 94

Fortalezas

Debilidades

Infectan células quiescentesy en division.
Infecta células neuronales.

Tiene una capacidad de transporte de
10kb.

Seintegraal genoma de forma estable.
Terapia génica.

Puede ampliar el numero de hospederos
que infecta.

Inmunidad prexistente nula o muy
reducida.

Expresion a largo plazo.

No generan transformacion celular.

Riesgo de activacion oncogénica.
Probabilidad de mutagénesis insercional,
aunque a frecuencias mas bajas que el
retrovirus.

Produce titulos bajos.
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VECTORES VIRALES ARN

A diferencia de los vectores virales ADN los ARN requieren de sistemas de genética
inversa para poder ser replicados, esta técnica permite obtener ADNc transcrito
inversamente a partir de un genoma ARN completo o analogos de genomas
truncados ademas, permite la inserciéon de mutaciones y unidades de trascripcién
adicionales®’. El virus de la rabia fue el primero en obtenerse siguiendo esta
metodologia en 199424, luego le siguieron otros virus ARN (-).

Los sistemas de genética inversa incluyen, los sistemas de minigenomas (MG),
particulas pseudovirales (iVLP) y clones infecciosos de longitud completa (IFLC).
Estos sistemas, ademas de permitirnos replicar y manipular ARN, son capaces de
recapitular algunos o todos los pasos del ciclo de replicacion viral, las interacciones

virus-huésped, su patogénesis y su proceso evolutivo®.

Minigenomas (MG)
El primer sistema MG se establecié en 1989 para la modificacion de un virus ARN
segmentado, pero dependia de virus auxiliares lo que restringié sus aplicaciones.

Fue hasta 1995 que se establecié el primer sistema MG basado en el promotor T7%,

Minigenoma o minireplicon es la versidén corta de un genoma viral y solo contiene
los elementos de inicio de la replicacion y final de la transcripcion, donde se
encuentran los elementos regulatorios necesarios para la encapsidacion,
transcripcion, replicacién y empaquetamiento de éste®. Son utilizados para estudiar

la replicacion y transcripcion del virus.

La transcripcion del MG puede estar a cargo de la ARN polimerasa del bacteriéfago
T7 o la ARN polimerasa | celular, en el primero los transcritos se producen en el
citoplasma y el segundo en los nucleos celulares®’. Se pueden generar MG sentido
(-) o antisentido (+) MG®.
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Particulas pseudovirales infecciosas (iVLP o trVLP system)

Aunqgue el MG nos permite observar varios de los pasos de la replicacion del virus,
no incluye la entrada, brote y empaquetamiento. Este sistema ha sido desarrollado
para generar particulas de infeccidon de ciclo unico principalmente aprovechadas
para estudiar y generar Bunyavirus (BUNV). El primer sistema iVLP fue construido
con éxito para BUNV en 2006, y se utilizé para investigar el papel de la proteina

NSm durante el ensamble y la morfologia del virus 1°°.

Clones infecciosos de longitud completa (IFLC)

Este sistema se ha utilizado para generar virus infecciosos de campo o
recombinantes y tiene un enorme potencial para estudiar el ciclo de replicacion del
virus en su totalidad. Consta de un plasmido de expresion que codifica proteinas
indispensables para el virus y de un plasmido de transcripcion que transferira los
promotores, ya sea para la ARN polimerasa del bacteriofago T7 o para la ARN
polimerasa | celular que ayudaran a expresar el resto de los segmentos del genoma

viral. Se empleo con éxito en 1996 para rescatar al BUNV101,

69



Paramyxovirus

La familia Paramyxoviridae involucra a cuatro subfamilias: Metaparamyxovirinae,
Rubulavirinae, Avulavirinae y Orthoparamixovirinae?*; estos virus infectan a una
amplia variedad de mamiferos, aves y reptiles provocando enfermedades
sistémicas que pueden ser devastadoras en la industria avicola y ganadera. Las
enfermedades de importancia clinica en veterinaria son Newcastle (NDV),
rubulavirus porcino (LPMV), distemper canino (CDV), peste bovina (RPV), y peste

de pequefios rumiantes (PPRV)3.

Los viriones estan envueltos, son pleomorficos (formas esféricas y filamentosas) y
tienen un diametro de 150 a 300 nm. Estan cubiertos de grandes espiculas (de 8 a
14 nm), contienen una nucleocapside helicoidal simétrica en "forma de espina de
pescado". El genoma consta de una sola molécula lineal de ARNss (-) de 13 a 19kb
de longitud'2. La mayoria forma sincitios y codifican la proteina hemaglutinina, lo
que les otorga la capacidad de hemoadsorcion, excepto en el género morbilivirus,
este ultimo forma cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos e intranucleares y no
requiere de las funciones nucleares para su replicacion3®; los paramixovirus se

empezaron a utilizar como vectores en 1996103,
Ciclo viral

En primer lugar, se une a su receptor celular; después de la union, ingresa al
citoplasma y en ausencia de sintesis proteica celular, inicia una transcripcion inicial
con ayuda del complejo proteico N, P, L y la ARN polimerasa dependiente de ARN,
generando asi una copia de ARNss (+) unida a la proteina N que servira de molde
para la cadena de ARNSss (-). Después de iniciar una segunda fase de sintesis de
ARNm a partir de estos se amplifican la sintesis de proteinas virales, ademas, el
gen P en la subfamilia Orthoparamyxovirinae tiene la capacidad de codificar de 3 a
7 proteinas P/V/C que también acelera la sintesis del genoma viral. Finalmente, el
producto resultante de la traduccion genera proteinas virales que se ubicaran en la
membrana plasmatica de la célula huésped donde se reensamblara el virus y se

liberara mediante gemacion?.
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Caracteristicas y modificaciones de los paramyxovirus para transformarse en

vectores

Los primeros paramyxovirus utilizados como vectores fueron el Virus respiratorio
sincitial humano (HRSV) el cual es un miembro prototipo de la familia
Pneumoviridae y el respirovirus sendai, posteriormente, se empezaron a usar otros
paramyxovirus como el Virus de Newcastle. Las cepas vivas atenuadas de los virus
HRSV, el virus del sarampién (MV), RPV y PPRV son muy buenos inductores de
respuestas inmunes humorales y celulares. Una caracteristica de esta familia de
virus, y de otros virus de ARN de cadena negativa, es que el ARN desnudo, cuando
se transfecta a las células, no es infeccioso en contraste con los ARN de sentido

positivo?4.

El Virus de Newcastle se empez6 a utilizar como vector en el 2000 y se aprobd su
uso comercial en China en el 2006 como una vacuna activa atenuada basada en la
cepa LaSota que protege contra la influenza aviar (AlV), HsN1y NDV y como vacuna
activa y muerta en México con el gen HsN2. Dos décadas después de que se
explorara el NDV como vector, se generaron numerosas vacunas candidatas
basadas en el NDV para enfermedades infecciosas humanas y animales, y los

resultados obtenidos respaldan el hecho de que son inmunogénicas y eficaces '%2.

Entre las fortalezas técnicas del NDV se encuentran su alto rendimiento infectivo al
propagarlo en embriones de pollo, sobre todo las cepas de Newcastle lentogénicas
alcanzando titulos de 9E+10/mL, '°, lo que permite una buena produccién a bajo
costo'92 194y por tanto, su produccion local en regiones con un modesto progreso
en biotecnologia; ademas de la extensa memoria inmunoldgica que inducen,

llegando a ser de por vida después de la administracion de una o dos dosis?*.

Otro beneficio del NDV es que es posible clonarlo por completo en un plasmido
debido a la corta longitud de su genoma (15kb), ademas, acepta y expresa
adecuadamente los insertos y no ve afectada su expresion aun después de varios
pases. No obstante, su capacidad de aceptacion de inserto es de solo 5kb241% y

debe ubicarse en el sitio de union P-M para expresarse adecuadamente (figura 7)

71



ya que al insertar al gen como una unidad transcripcional independiente, atenua la

trascripcion de los genes posteriores a éste y la replicacion del virus'92,

Up to 5 kb

I 15 to 20 kb i

Figura 7. Representacion del genoma de NDV. La localizacion mas optima del transgén es entre los
segmentos Py M 106

Para eliminar este aparente obstaculo se empezo a utilizar IRES como un marco de
lectura abierto que expresa el gen de interés, independientemente de su ubicacion

y permite expresar multiples genes para generar vacunas multivalentes'02,

Uno de los puntos de debate es el riesgo de recombinacion ya sea entre las cepas
de la vacuna NDV vy las cepas virales de campo o entre el NDV y el huésped, sin
embargo, el NDV es un virus ARN de sentido negativo no segmentado y una
recombinacion en este tipo de virus no es frecuente, ademas, su replicacion es
intracitoplasmatica, por lo que la posibilidad de integrarse al genoma del hospedero
es minima, es por esto que no es un punto de preocupacion; por otra parte, insertar
genes extranos en este tipo de virus no aumenta la virulencia ni su tropismo, pero

si su atenuacion'%7,

Uno de los puntos llamativos de las cepas lentogénicas del NDV es que provocan
una respuesta inmunitaria integral (de mucosas, humoral y celular) al replicar
eficientemente en el tracto respiratorio, lo que permite su administracion masiva
mediante aspersion, agua potable?*, e inyeccién automatica in ovo, por ello resultan
ser candidatos vacunales ideales (cuadro 18). En cuanto a las cepas velogénicas
también se han utilizado como vectores vacunales y aunque se ha afirmado su

seguridad aun se deben evaluar en campo'%?,
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En mamiferos, el NDV tiene la ventaja de que no hay premunidad, sin embargo, en
aves de corral es donde radica el mayor problema ya que existen anticuerpos contra
el NDV; para evitar esto, en 2013 se generd un vector quimérico remplazando los
genes F y HN del NDV con los del paramyxovirus aviar al tiempo que se expreso el
gen HA de H5N1 y la vacuna recombinante generada resulté ser muy inmunogénica
y eficaz en pollos con anticuerpos contra el NDV, esto acompafado de un esquema
de vacunacion heterdlogo mejoro la respuesta inmune. De igual manera, los
anticuerpos especificos contra el Virus de Influenza Aviar pueden inhibir la
seroconversion y la proteccion de las vacunas de AlV generadas en el con vector
de NDV en pollos comerciales, que es incluso mas fuerte que la inhibicion de
anticuerpos especificos contra el NDV. Se debe investigar mas a fondo el papel de
los AcN contra el NDV en la inhibicion de la vacunacién para evitar este

inconveniente 102,

El NDV también ha dado paso a la generacion de vacunas para la proteccion de
aves acuaticas contra el virus tembusu del pato, la parvovirus del ganso y el
avastrovirus del ganso'®, y se ha propuesto para generar vacunas en cerdos y
ganado por otro parte esta en vias de investigacion en modelos animales para
generar vacunas contra el polio y el virus de la encefalitis japonesa en humanos con
respuestas muy positivas hasta el momento, esto sugiere que el NDV es un vector
prometedor para desarrollar vacunas y como como adyuvante de citoquinas ya que
potencia la respuesta de IFN-1 también puede funcionar como coadyuvante de

citoquinas 92,

Se ha investigado su uso como potencial anticancerigeno, debido a sus propiedades
fusogénicas y a la sobre expresion de sus receptores en células malignas por
ejemplo nectina 4 es un marcador de células tumorales para cancer de mama,
pulmén y ovario y en carcinoma de prostata lo es el acido sialico. Ademas, existen
varios ensayos experimentales que muestran resultados exitosos con el uso de
paramyxovirus por ejemplo para combatir el mieloma murino'. En el cuadro 17 se

presentan las fortalezas y debilidades de este vector.
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Cuadro 17. Fortalezas y debilidades de los Paramyxovirus 2+ *°

Fortalezas

Debilidades

Proteccion de por vida después de la administracion

de una o dos dosis.

El genoma ARN (-) no es infeccioso.
Produccién a gran escala.

Se pueden administrar a través del agua o por
aspersion o in ovo.

Bajos costos de administracion.

Expresan altos niveles de proteinas extrafias.
Bajo riesgo de intercambio y recombinacion de
genes.

Inmunidad humoral, celular y de mucosas.

En mamiferos no hay problemas de inmunidad
previa.

Potencia la respuesta de IFN-2*V"",
Potencial anticancerigeno, uso como vector

vacunal.

Capacidad de inserto entre 4,5y skb.
No hay integracion en el genoma.
Interferencia de anticuerpos maternos
en aves de corral con el vector NDV.

Los transgenes atenuan al viridn.

XVl nterferdn 1 (IFN-1): ejercen diferentes actividades biologicas, tales como anti-virales, anti-
proliferativas, pro-apoptéticas y efectos inmunorreguladores. Interfieren en la infeccion por virus

ARN y ADN.
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Cuadro 18. Cepas de Newcastle que inmunizan contra diversas etiologias *°2

CepaNDV Antigeno Patégeno Modelo animal Ruta de inmunizacién
Hitchner B1 HA HiN1 Raton v, IP
La Sota HA H5N1 Gallina/raton ON gallina/IP raton
La Sota HA HsN1 Gallina ON
La Sota HA HsN2 Gallina IM/ spray
La Sota HA H5N1 Gallina IM/ON
La Sota/ chiNDV-2FHN HA/HA NA H5N2 Gallina IN
chiNDV-8FHN HA HoNa Gallina ON
chiNDV-2FHN HA HoN1 Gallina ON
La Sota/ chiNDV-2FHN HA o HA; NA/M1/NSa1 HoN1 Gallina ON
TSog-C HA/HA1 HoN1 Gallina IN/IO
La Sota HA HgNa Pato 10
La Sota HA H5N2 Gallina 10
BC HA HoN1 Mono IN/IT
La Sota HA HoN2 Gallina ON/IM
NA strain HA HoN2 Gallina ON
chiNDV-2FHN HA HoN2 Gallina ON
Htchneer B1 HA H7N2 Gallina 10
Htchneer B1 HA H7N2 Gallina 10
La Sota HA H7N1 Gallina IN
La Sota HA H7Ng Gallina IM/ON
LX HA H7Ng Gallina IN
rAig HA H7Ng Gallina IN/IO
La Sota HA H7N3 Gallina IN
La Sota/ chiNDV-2FHN HA/HA NA H7N8 Raton IN
Clone 3o HA H6N2 Gallina ON
La Sota VP2 IBDV Gallina/pavo o)
F VP2 IBDV Gallina 10
rLaC3oL VP2 IBDV Embridon de pollo In ovo
La Sota gB/gD ILTV Gallina IN/1O
La Sota gB/gC/gb ILTV Gallina ON
La Sota S IBV Gallina ON
La Sota S1 IBV Gallina ON
La Sota S1 (multi-epitopo) IBV Gallina ON
La Sota G AMPV Gallina IN/IO
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La Sota
La Sota
SHi2
NA
GM
Clone 30
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
Hitchner Ba1
La Sota
La Sota

La Sota/ chiNDV-2FHN

BC/La Sota

APMV-3/chiNDV-3FHN

BC
La Sota
BC/La Sota
BC/La Sota
La Sota
Hitchner B1
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota
La Sota

F+G
fiber 2
Cap
VP3
prM+E
N/P
G
gD
F/H
G
E2/Erns
GP5/GP3 + GPg
G
Gag
Gag
Gag/Env/ Gag + Env
gp16o
GP
GP
HN
G/F
VP1+ VP2
S
S
F
P1+3CD
BmpA/OspC
Gn
PrM/E
E/NSa
PD1/PD-L1/CTLA4
PD1/PD-L1/CD28

AMPV
FAdV
GoAstV
GPV
DTMUV
Bornavirus
BEFV
BHV-1
cbv
Virus de la rabia
CSFV
PRRSV
VSV
HIV-1
HIV-1
HIV-1
SIvV
EBOV
EBOV
HPIV-3
NiV
NV
SARS-CoV
MERS-CoV
RSV
Poliovirus
Lyme
RVFV
WNV
JEV
Melanoma
Melanoma

Gallina
Gallina
Ansarino
Ansarino
Pato
Cockatiel/canario
Bovino
Becerro
Vison
Perro
Cerdo
Lechon
Raton
Raton
Raton
Cobayo/ raton
Cobayo
Mono
Cobayo
Mono
Cerdo
Raton
Mono
Raton/camello
Raton/camello
Cobayo
Hamster
Bovino
Raton
Raton
Raton
Raton

IN/IO
IM
ON
Sc
Sc
IM

IN/IT

IN/IT
M
IN
IN

IN/IM/IP

IN/IM

IM

1V, Intravenoso; IP, intraperitoneal; ON, oculonasal; IM, intramuscular; IN, intranasal; 10, intraocular; IT, intratumoral; Sc, subcutdnea.
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Rhabdovirus

La familia Rhabdoviridae incluye los géneros Lyssavirus, Vesiculovirus,
Ephemerovirus, Sprivirrus y Novirhabdovirus y dos géneros mas que afectan a
plantas. Infectan a una amplia gama de huéspedes, incluidos mamiferos, aves,
peces, insectos y plantas. Las enfermedades infecciosas mas relevantes en
medicina veterinaria provocadas por rhabdovirus son la rabia (VR), fiebre efimera

bovina (VFEB) y estomatitis vesicular (VEV)'%9,

Tienen aproximadamente 45-100 nm de diametro y 100-430 nm de largo, y constan
de una nucleocapside cilindrica lo que le da apariencia de bala, ésta se encuentra
enrollada y rodeada por una envoltura con picos de glicoproteina grandes (de 5 a
10 nm de longitud). EI genoma consta de ARN de cadena sencilla de sentido
negativo, de una longitud de 11 a 15 kb. La maduracién es por gemacion a través

de la membrana plasmatica36 110,

El VEV es mas citopatico y afecta de forma mas acelerada a las células mientras
que los VR y VFEB generalmente no son citopaticos y tardan mas tiempo en afectar
a las células. El VR produce cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos (cuerpos de
Negri)36.

Ciclo viral

Se une e incorpora a la célula huésped mediante la glicoproteina G mediante
endocitosis, la replicacion se realiza en el citoplasma?3® e inicia con la transcripcion
del ARNm a través de la polimerasa del viridn cuando se han generado cantidades
suficientes de N y P se transcriben ARNss de sentido positivo que luego serviran de
molde para sintetizar ARNss (-). La mayor parte del genoma no siempre es
codificado debido a que existen muchas sefales de inicio y de parada
acumulandose como virus defectuosos, solo unas pocas polimerasas completan la
transcripcion por lo que se producen mas ARNm ubicados al inicio del extremo 3" y
esto genera la acumulacion de muchas proteinas estructurales (N) en relaciéon con
la ARN polimerasa (proteina L). Finalmente, se ensamblan y son liberadas por

gemacion a través de la membrana plasmatica''" 2 (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del genoma del virus de la rabia. Se muestran los genes que codifican
para las 5 proteinas de RV: gen N nucleoproteina; gen M1 proteina de matriz; gen P (M2)
fosfoproteina; gen G glicoproteina; gen L codifica para la ARN polimerasa. El sentido de la
cadena es de 3'—5’ (Informacion tomada de **°).

Caracteristicas y modificaciones de los rhabdovirus para transformarse en

vector

Como muchos virus ARN, los rhabdovirus requieren genética inversa para ser
producidos. Entre los puntos fuertes de esta familia destacan su capacidad de
transportar glicoproteinas extrafias en su envoltura que pueden sustituir o
expresarse simultdneamente con las glicoproteinas propias del virus?3. Son
altamente inmunogénicos y desencadenan respuestas inmunitarias humorales y
celulares, existe ausencia casi total de seropositividad tanto en humanos como en
animales para este virus por lo que existe una baja probabilidad de interferencia
premunitaria, principalmente en cuanto a VEV, conjuntamente debido a su
replicacion intracitoplasmatica no existe riesgo de recombinacion, reversion o

integracion del genoma viral en el genoma del huésped'3.

Dentro de los Rhabdoviridae el VR y el VEV se han utilizado como vectores virales
ya que aceptan unidades transcripcionales adicionales manteniendo la estabilidad

genética del genoma modificado3.

El VR acepta un inserto de 6,5 kb lo que supera a otros ARN(+), no es citopatico,
expresa niveles modestos de proteinas extranas por largos periodos de tiempo,
replica en las mucosas lo que favorece la inmunizacion via oral con resultados
protectores, en amigdalas de caninos favoreciendo el contacto con las células B y
T asi como con CPA y células dendriticas?* 13, Ademas, algunas células infectadas
pueden sufrir apoptosis generando cuerpos apoptoticos que luego son fagocitados

por las CPA lo cual intensifica ain mas la respuesta inmune4,

Adicional a esto, se debe disminuir su patogenicidad, lo cual se consigue al generar

mutaciones o eliminando uno o varios genes para generar una replicacion deficiente
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con el fin de que los virus sean seguros. La glicoproteina (G) nativa de la rabia se
puede conservar o eliminar. Se sabe que para introducir genes heterdlogos tanto en
VR como en VEV se deben utilizar sefiales cortas de inicio y finalizacion de la

trascripcion?3 113,

El VR es altamente inmunogénico debido en parte a que su nucleocapside posee
las propiedades de un superantigeno *V'" de ahi que haya sido utilizado
eficientemente como vacuna de virus inactivado lo que lo convierte en un vehiculo
ideal para inmunizar''® (cuadro 20), sin embargo, la premunidad prexistente podria
interferir con la respuesta a la proteina extrana. En el caso de las glicoproteinas
fordneas el problema de la inmunodominancia puede evitarse eliminando la
glicoproteina G, sin embargo, no se puede eliminar ninguna otra glicoproteina
porque son necesarias para la propagacion del virus. En raras ocasiones es
necesario modificar las glicoproteinas extrafias como es el caso del virus de la fiebre

del valle de rift para que se inserten adecuadamente en la envoltura viral?3.

El uso de VR se ha propuesto para erradicar los reservorios de SARS-CoV vy, gracias

a los recientes hallazgos, se piensa que este enfoque es factible'3.

Por otro lado, el VEV es altamente citopatogénico debido a la proteina M que
bloquea la exportacion de ARNm del huésped?3, pero expresa proteinas extrafias a
titulos altos y puede producirse de manera eficiente debido a su velocidad de
replicaciéon que supera al VR. Tiene un rango de huéspedes limitado a bovinos,
equinos y porcinos. En cuanto a inmunidad induce una fuerte respuesta de

interferon en comparacion a VR4,

Los VEV han sido comunmente utilizados para producir VLPs con la finalidad de
usarlos en ensayos de neutralizacién, estudios de mediacion de glicoproteinas

extrafas en la unién y entrada, y para estudiar virus con bioseguridad de tipo 423.

La glicoproteina G del VEV se ha incorporado a otros virus debido a su estabilidad

y amplio tropismo tisular del huésped, la adicion de esta glicoproteina en Retrovirus

XXV Syperantigenos: son una clase de antigenos que provocan una activacion excesiva del sistema
inmunitario. Especificamente, provoca la activacion no especifica de las células T, lo que resulta en la
activacion de las células T y la liberacion masiva de citocinas.
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y lentivirus ha permitido mejorar la eficacia de transducciéon para diversas
aplicaciones, incluso para terapia génica. Adicionalmente, ha sido utilizado como
virosoma **X | es decir vesiculas recubiertas de VEV-G para administrar
anticuerpos, ADN o moléculas anticancerigenas en las células. Pero su uso principal
es como virus oncolitico y vector vacunal (cuadro 21); por lo general, se emplea
como virus replicante, pero con mutaciones atenuantes o el VEV-G nativo es

remplazado por una glicoproteina diferente?3.

El VEV-G puede usarse para destruir especificamente células cancerosas ya que
estas tienden a ser deficientes en interferon, elemento al cual es muy susceptible
el virus al tiempo que actiia como una proteina de membrana fusogénica®*''® que
al expresarse en las células provoca la formacion de sincitios y muerte celular.
También se ha utilizado VEV expresando la glicoproteina del virus Sindbis para
dirigirse al receptor Her2/neu sobre expresado en cancer de mama protegiendo a
ratones contra el crecimiento tumoral. Por otro lado, ambos virus pueden expresar
e incorporar los receptores celulares CD4 y CCRS en su estructura, lo que les
permite dirigirse especificamente a células infectadas por VIH-1 con lo que también

tiene potencial como terapia génica?:.

Las preocupaciones alrededor del VEV giran a entorno al riesgo que representan
para individuos inmunocomprometidos y mujeres embarazadas, porque son mas
susceptibles a la infeccién incluso con virus atenuados. Otra limitante es que en
gran parte del mundo el VEV no es endémico,e introducirlo podria tener
consecuencias en la fauna silvestre equina, porcina y rumiante, por lo que se hace
necesario garantizar que el VEV no mute para evitar la restauracion del virus. Estos
dos problemas podrian resolverse con el uso de VEV inactivados''. En el cuadro

19 se enlistan las caracteristicas de los vectores prototipo de esta familia.

XXX Virosoma: es una particula artificial, carente de ADN formada por una vesicula esférica delimitada por
una membrana compuesta de una doble capa de fosfolipidos a la que se incorporan proteinas virales.

XXX Glicoproteinas fusogénicas de membrana (FMGs): se localizan en la envoltura viral y median la entrada
del virus a la célula por fusion entre la envoltura y la membrana celular, algunas veces durante la replicacion
viral, la expresion de proteinas de fusion en la membrana celular, previo a la formacion de la particula viral,
produce la fusion de la célula infectada con células vecinas y con ello la consecuente formacion de sincitios y
la consiguiente muerte celular.
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Cuadro 19. Fortalezas y debilidades de los Rhabdovirus mas comUnmente usados como
vectores virales (VR y VEV) 23 24213

Virus de larabia

Fortalezas

Debilidades

Desencadenan fuertes respuestas celulares,

humorales y de mucosas.

Ausencia de seropositividad en humanos y

animales.

Facil manipulacion.

Excelente candidato como vector vacunal.

Seguros incluso en personas
inmunodeprimidas.

Inmunizacion oral en perros

Inmunidad prexistente.

No se puede eliminar cualquier
glicoproteina de superficie?.

En ocasiones es necesario modificar las

glicoproteinas virales heterdlogas.

Virus de la estomatitis vesicular

Desencadenan fuertes respuestas celulares

y humorales.

Produce titulos altos de proteinas
heterdlogas.

Alta velocidad de replicacion.

Uso como anticancerigeno y vector
vacunal.

Ensayos de neutralizacion, estudios de
mediacion de glicoproteinas extrafias
(unidny entrada).

Estudiar virus con bioseguridad tipo 4.

Altamente citopatogénico.

No es endémico en todo el mundo.
Se debe continuar investigando para
evitar que se restaure la patogénesis
del virus.

Inmunocomprometidos y mujeres
embarazadas son mas susceptibles
incluso con virus atenuados®.

Limitado numero de huéspedes.
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Cuadro 20. Candidatos vacunales basados en el virus de la rabia 23.

Tipo de vacuna

Objetivo vacunal

Antigeno

Activa e inactivada
Inactivada

Inactivada

Inactivada

Inactivada
Replicacion deficiente
Activa atenuada
Inactivada

Inactivada

Activa atenuada e inactivada
Activa atenuada einactivada
Activa atenuada

Inactivada

Activa atenuada e inactivada
Activa atenuada

Inactivada

Activa atenuada

Replicacion deficiente

Activa atenuada

Activa atenuada

Activa atenuada

Activa atenuada

Activa atenuada

Activa atenuada

Activa atenuada e inactivada
Activa atenuada

Inactivada

Replicacion deficiente

Sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2

Virus de la fiebre del valle de Rift

Virus de Marburg

Virus Nipah

Virus de la fiebre de Lassa

Virus de la Coriomeningitis linfocitica

Virus del murciélago de Lagos 2

Proteina spike del coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente
Medio

Virus del distemper canino

Virus del parvovirus canino

Virus de Hendra

Virus del distemper canino

Clostridium Botulinum

Virus del Ebola

Hormona liberadora de gonadotropina (inmunocontracepcion
Antigeno protector contra antrax

XXXI)

Proteina spike del coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo

Virus de lainmunodeficiencia humana

Virus de lainmunodeficiencia humana

Virus de lainmunodeficiencia humana

Virus de lainmunodeficiencia humanay simio
Virus de lainmunodeficiencia humana

Virus de lainmunodeficiencia humana quimérico
Virus de lainmunodeficiencia humana

Hepatitis C

Virus de lainmunodeficiencia humana

Virus de la rabia

Virus Mokola

Sa proteina Spike
Glicoproteina
Glicoproteina
Glicoproteina
Glicoproteina
Glicoproteina
Glicoproteina
Glicoproteina

Glicoproteina

Proteina 2

Glicoproteina

Hemoaglutinina

Neurotoxinas de los serotipos A, By E
Glicoproteina

Proteina Env

Proteinas Gag, Pol

Proteina Gag

Proteina Env

Proteina Env

Proteinas Env (GP120/GP41)
Proteinas Gag-Pol o Gag-Pol and Env
Proteinas de envoltura

Proteina Gag

Glicoproteinas de Mokolay lyssavirus
1 del murciélago europeo
Glicoproteina

XXX Inmunocontracepcién: es un método que utiliza los anticuerpos creados contra la zona pelUcida o contra los receptores de GnRH para evitar la concepcion.
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Cuadro 21. Candidatos vacunales basados en VEV 23.

Tipo de vacuna

Objetivo vacunal

Antigeno

Activa atenuada

Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada

Activa atenuada

Activa atenuada
Activa atenuada

Replicacion deficiente

Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada

Replicacion deficiente

Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada
Activa atenuada

Sindrome respiratorio agudo severo ProteinaSpike

coronavirus 2
Virus Andes y Sin nombre

Virus de la fiebre hemorragica del Congo

Virus de la diarrea epidémica porcina
Virus del Ebolay
Virus de Zika

Virus de chikungunyay
Virus de Zika
Virus de Zika

Coronavirus del sindrome respiratorio de

Oriente Medio
Virus del Ebola

Virus de la encefalitis equina venezolana

Virus de Zika

Enterovirus 71

Virus del dengue 2

PRSS

Virus Lassa
Mycobacterium ulcerans
Virus Hendra

Virus Nipah

Virus de la lengua azul
Virus de Coxsackie tipo B3
Bundibugyo ebolavirus
Virus Andes

Retrovirus Simio tipo 2
Norovirus humano

Virus de la Hepatitis B
Virus Vaccinia

Virus de lainmunodeficiencia humana

Glicoproteina

Glicoproteina

Proteina spike

Glicoproteina/

Pre-membranay proteinas de envoltura o pre-membranay proteinas de
envoltura soluble

Poliproteina de envoltura/ Glicoproteinas de membrana-envoltura

Proteina de capside
Proteina spike

Glicoproteina

Glicoproteina E2/Ea

Proteina de envoltura

Proteina VP1

Proteinas de envolturay pre-membrana

Proteinas GP5, M, GP4, GP3, GP2y proteinas de nucleocapside
Glicoproteina

Proteina MUL2232y MUL3720

Glicoproteina

Serotipo 8 proteina VP2

Proteina VP1

Glicoproteina

Glicoproteina

Gagy Env

Proteina VP1

Proteina de la superficie de la envoltura media
Proteinas BRy L1R

Proteina gp16o
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Coronavirus

La familia Coronaviridae pertenece al orden de los Nidovirales, y se subdivide en 2
subfamilias: la Coronavirinae (que incluye a los géneros Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Gamma coronavirus y Deltacoronavirus) y la Torovirinae (con los

géneros Torovirus y Bafinivirus)'”’.

Han sido descritos infectando una gran cantidad de mamiferos, aves y varias
especies silvestres, provocando por lo general cuadros subclinicos de
enfermedades entéricas o respiratorias aunque también pueden afectar al SNC,
higado o rifidon™® 36, Los virus de importancia clinica en veterinaria son el
coronavirus bovino, Virus de la gastroenteritis transmisible porcina (TGEV), el Virus
de la diarrea epidémica porcina (PEDV), el Virus de la bronquitis infecciosa aviar y

el coronavirus felino®,

Los Coronaviridae son pleomorficos o esféricos poseen una capside helicoidal y
tienen un tamafio que va de 80 -220 nm su genoma consta de una sola molécula de
ARN lineal de sentido positivo con un tamafno de 27,6 a 31 kb, es el ARN viral no

segmentado mas grande conocido'"’.

El primer coronavirus utilizado como vector fue el virus de la TGEV en el afio 2000,
de ahi le siguieron el coronavirus del sindrome respiratorio agudo y severo (SARS-

CoV) en 2003, virus de la hepatitis del ratén (VHM) en 2002 y coronavirus aviares''.
Ciclo viral

El ciclo infectivo de los coronavirus (CoVs) comienza con la union de la proteina de
superficie a su receptor celular con la posterior endocitosis del virus, la membrana
viral se fusiona con la membrana del endosoma y se produce el desensamble del
virion y la liberacién del genoma viral al citoplasma donde se forma ARN
complementario a partir del cual se traducen a proteinas virales estructurales y
accesorias dando lugar a los viriones inmaduros, estos luego son transportados
hacia un compartimento entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi donde

se ensambla el virus maduro y finalmente son liberados por exocitosis?6.
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Caracteristicas y modificaciones del coronavirus para transformarse en

vector

En cuanto a la seguridad los CoVs como otros virus ARNss replican en el citoplasma
sin intermediarios de ADN por lo que no hay riesgo de que se integre en el genoma
del huésped. Ademas, posee el genoma ARN mas grande y por tanto se infiere que

tenga espacio suficiente para insertar grandes fragmentos de genes''’.

No obstante, uno de los principales inconvenientes de usar CoVs es su alta
recombinacién genética que suele ocurrir entre genomas de coronavirus diferentes,
pero relacionados sumado a la acumulacion de mutaciones como resultado de
errores de la polimerasa durante la transcripcién?4, lo que provoca inestabilidad en

los vectores provocando la pérdida de genes heterdlogos.

Uno de los puntos fuertes de este vector es su capacidad para inducir una efectiva
respuesta inmune sistémica y secretora ya que infectan de forma natural superficies
mucosas respiratorias y entéricas, ademas de estimular tejido linfoide asociado a
intestinos, e incluso logra estimular la inmunidad lactogénica. También es posible
modificar su tropismo celular y especificidad de especie modificando tan solo la
proteina S'7 por ejemplo, un mutante de VHM al que se le remplazé el ectodominio
de la proteina S por el ectodominio del virus de la peritonitis infecciosa felina
adquirié la capacidad de infectar células felinas a la vez que perdi6é su capacidad de

infectar células de murino'20,

Otro punto a favor es la existencia de cepas no patdogenas de CoVs que tienen la
capacidad de infectar a la mayoria de las especies de interés y permiten desarrollar

vectores virales seguros’'’.

La capacidad insercion de genes extranos en el genoma de CoVs depende del

sistema de expresion utilizado, se han desarrollado dos sistemas principales:

e Sistema de expresion dependiente de un virus auxiliar: son replicones
que se obtienen a partir de minigenomas derivados de MHV, TGEV,

coronavirus humano y VBI'?' con un tamano inicial de 3kb, los cuales tienen

XXXl Replicones: Unidad de ADN o ARN capaz de replicarse por si misma.
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una capacidad de clonacion tedrica cercana a los 27 kb, ya que es
eficientemente amplificado y empaquetado por el virus auxiliar y el genoma
del virus termina teniendo una extension de unos 30 kb. La maxima expresion
obtenida usando minigenomas de VBI es de 2- 8 g/10° células’®. Ademas,
permite disenar vectores de expresion multigénicos debido a la estrategia
transcripcional de los CoVs y ofrece un mayor nivel de seguridad ya que los
replicones no son infecciosos?4.

e Clones de ADN complementario (ADNc): basado en genética inversa o por
ingenieria de ADNc codifica un solo genoma infeccioso y solo permite la
expresion de 3,1kb después de delecionar genes no esenciales esta cantidad
se encuentra dentro del rango esperado para un virus ARN ya que para el
Virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) con un tamafio de genoma
de 12kb acepta un inserto de 1kb, a partir de 2,5kb deja de expresarse
correctamente y pierde los genes heterélogos insertados. Es probable que
esta capacidad de clonacion se amplie en un futuro al reconocer otros genes
no esenciales en la replicasa (con mas de 20kb)''°. Los clones de ADNc
estan disponibles para coronavirus porcino, humano, aviar y murino y para la
familia Arteriviridae estrechamente relacionada con los coronavirus

especificamente el virus de la Arteritis viral equina y PRRS22 120,

El cuadro 22 menciona las caracteristicas de los coronavirus.

Cuadro 22. Fortalezas y debilidades de los vectores basados en Coronavirus *# **7: 129

120

Fortalezas Debilidades
Soporta insertos de amplia longitud. Alta recombinacion entre cepas

Respuesta inmune celular, humoral y de mucosas.  semejantes.

Estimula tejido linfoide asociado a intestino. Alta frecuencia de mutaciones.
Tropismo modificable.

Existen cepas no patdgenas.

Infecta a la mayoria de las especies de interés.
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Bunyavirus
Los Bunyavirus antes considerados en la familia Bunyaviridae, actualmente

conforman el orden Bunyavirales que incluye a 12 familias virales que agrupan
enfermedades emergentes y reemergentes que afectan desde artrépodos,
protozoarios, plantas hasta animales y humanos %. Dentro de estos existen cinco
familias que infectan a vertebrados Arenaviridae, Hantaviridae, Nairoviridae,
Perybunyaviridae y Phenuiviridae'?3, todos transmitidos por artropodos excepto los
Hantavirus que son diseminados por roedores. La mayoria no afecta a animales
domésticos ni humanos, pero los que lo hacen causan enfermedades importantes
que van desde malformaciones fetales congénitas hasta enfermedades sistémicas.
Los de importancia clinica veterinaria son el virus Akabane, el virus de la fiebre del
Valle del Rift (RVFV), enfermedad ovina de Nairobi y los virus de la fiebre

hemorragica de Crimea-Congo (CCHFV), virus bunyamwera (BUNV)36.

Son viriones envueltos de forma esférica con 80 a 100 nm de diametro, tienen picos
de (glicoproteinas, dentro contiene tres complejos circulares de
ribonucleoproteina **X!! viral compuestos por segmentos individuales de ARN
monocatenario bisegmentado (Arenaviridae) o tri-segmentado (Hanta-, Nairo-,
Perybunya- y Phenuiviridae'3) (figura 9) de sentido negativo, y unos pocos son

ambisentido™XV con un tamano de entre 11-19kb?36.

Los bunyavirus causan una infeccién transitoria en sus huéspedes vertebrados y
una infeccion persistente de por vida en sus vectores (artropodos) mientras que los
hantavirus lo hacen en sus reservorios (roedores). Son citoliticos en células de
mamiferos, pero no citoliticos en células de invertebrados excepto los hantavirus y

algunos nairovirus3.

La primera expresion de genes extrainos en bunyavirus fue a partir del virus de la
fiebre del Valle de Rift?“.

XXXl Ribonucleoproteina: es una nucleoproteina que contiene ARN, es decir, es un compuesto que combina
tanto acido ribonucleico como proteina.
XXXV Ambisentido: genoma que contiene cadenas en sentidos positivo y negativo.
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Ciclo viral

Después de la penetracion a la célula huésped y la desencapsidacion, se produce

la activacion de la ARN polimerasa del viridn (transcriptasa) y su transcripcion de

los ARNm virales de cada uno de los tres ARN del virion nombrados como

segmentos L (large), M (medium) y S (small)'>® segun sus tamanos relativos,

Arenaviridae solo incluye los segmentos L y S. Después de la transcripcion y

traduccién del ARNm viral ocurre la replicacion del viridn y comienza una segunda

ronda de transcripcion amplificando genes que codifican para proteinas

estructurales. El viridon finalmente madura por gemacion en vesiculas del aparato de

Golgi que después son liberadas por exocitosis fuera de la células®.

Bunyavirus bi-segmentados

Virus representativo Organizacion del genoma viral
Antisentido > ‘_S_gﬂido
L 3y —IEE EEE— 5UTR
IGR
LASV
(Arenaviridae) RdRp z
Antisentido > ‘Sentido
S 3yt —INT EEEE-— :SUuUTR
N GPC
Bunyavirus tri-segmentados
Virus representativo Organizacion del genoma viral
Antisentido >
HTNV L 3UTR ——es—  5'UTR
(Hantaviridae)
RdRp
CCHFV Antisentido
(Nairoviridae) »
M 3UuTR —idlll— S5'UTR
BUNV NSm Gn/G1 Ge/G2
(Peribunyaviridae)
Antisentido’ < Sentido
VRN S JUR — N S UTR
(Phenuiviridae) IGR
N NSs

Figura 9. Esquema de la organizacién del genoma de Bunyavirus bisegmentados y trisegmentados®®
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Caracteristicas y modificaciones de los bunyavirus para transformarse en

vectores

Los Bunyavirales continuan en estudio hasta el momento se sabe que se puede
obtener copias virales de bunyavirus mediante los sistemas de genética reversa, o

utilizando la ARN polimerasa l/ll celular o la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 .

Se conocen algunos factores de virulencia, siendo el principal la proteina NSs. Por
ejemplo, en el caso de BUNV vy virus de Akabane la proteina NSm participa en la
formacion de virus tubulares por lo que deleccionar este gen atenua su fenotipo. En
los Arenaviridae la proteina Z y NP (nucleoproteina) inhiben al IFN, ademas, la GPC
codificada por el segmento S afecta su replicacion en animales 4. En el caso de
Virus del Valle de Cache, Virus Kairi, Virus Oropouche y Virus Schmallenberg la
proteina NSs es antagonista de IFN mientras que esta misma proteina en RVFV
inhibe la transcripcién del hospedero, suprime la activacion del promotor de IFN/b y

facilita la traduccioén viral mediante la degradacion de la proteina quinasa®’. 98 125

Referente a la inmunidad, los mecanismos de proteccion no estan bien definidos,
las infecciones por RVFV y Virus del sindrome de fiebre severa con trombocitopenia
estan mediadas por AcN, en arenavirus las respuestas inmunitarias humorales y
celulares brindan proteccion, sin embargo, en VFHCC la induccion de AcN no se
correlaciona con la eficacia de la vacuna'?®. Aun asi, existen varios candidatos

vacunales basados en bunyavirus ver cuadro 24.

En un inicio la técnica mas sencilla fue inducir mutaciones o delecciones en sitios
especificos en el genoma viral, sin embargo, la sobre atenuacién, inestabilidad
genética de las mutaciones e, introduccidon de mutaciones compensatorias son
preocupaciones de este enfoque. Dado que NS y NSm sirven como factores
virulentos se han deleccionado del genoma en la cepa ZH501 del RVFV salvaje
para generar vacunas activas atenuadas, logrando los virus ZH501-DNSs y ZH501-
DNSs/DNSm, los cuales eran seguros e inducian inmunidad en ratones, ovejas
adultas, mono titi y ovejas gestantes protegiendo incluso al feto contra abortos y
malformaciones. Sin embargo, el virus Schmallenberg recombinante carente de NS

después de pases en serie condujo a la reversién de la virulencia?’.
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Una alternativa para disminuir los niveles de expresion génica y la posibilidad de

reversion a la virulencia es la desoptimizacion de codones esto es el remplazo de

codones de uso comun por codones no preferidos en los ORF virales, no obstante,

los inconvenientes de este enfoque incluyen la inestabilidad genética in vivo y

niveles reducidos de crecimiento viral debido a la disminucién de la expresion de

proteinas virales, comprometiendo la efectividad de la vacuna?®,

El cuadro 23 menciona las fortalezas y debilidades de los bunyavirales.

Cuadro 23. Fortalezas y debilidades de los vectores basados en Bunyavirus 97 98 225

Fortalezas

Debilidades

Amplio tropismo.

Candidatos a vacunas activas atenuadas.
Hay sistemas adecuados para producirlos.
Algunos  prototipos  brindan  buena
proteccion con AcN.

En muchos casos solo requiere una dosis.

Existen muchos vacios de informacion.

La delecién de un mismo gen o la misma
estrategia en otro virus del orden
Bunyavirales puede conducir a un

resultado distinto al esperado.
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Cuadro 24. Potenciales candidatos vacunales basados en Bunyavirus 7

Vector viral
MP-12 de RVFV

SFTSV

LASV

CCHFV

RVFV

MP-12 (scMP-
12)

RVFV MP-12
(scMP-12)

RVFV -4s
recombinante

RVFV -4s
recombinante
Virus Machupo

Virus de la
coriomeningitis
linfocitica

LCMV

Tipode
producto

Delecciones
especificas
Delecciones
especificas

VRP

VRP

VRP

VRP

Rearreglo
genomico

Rearreglo
genomico
Rearreglo
genomico

Rearreglo
genomico

Rearreglo
genomico

Modificaciones

Carente de NSmy de una proteina accesoria de
78kDa

Mutaciones en el gen NSs

Y mutacion de sustitucion de un solo
aminoacido

Gen GPCausente

SegmentosLyS.
Carente del receptor IFN.

scMP-12 (Ny GFP).
SegmentosL, MyS.

Variante de scMP-12.

NS mutantes que no inhiben la transcripcion del
huésped, pero si degradan a la enzima PKR.

4 segmentos

Segmento M dividido en dos, uno codificaba
para Gny otro para Gc.

Con NS.

Sin NS.

La mitad del segmento S codificaba MACV NP +
GPCdelvirus Chavparey la otra MACV GPC +
GPC del virus guaranito

Mutacionesde NPy L.

Remplazo de IGR-L con IGR-S.

Remplazo de L-IGR con S-IGR de un arenavirus
diferente.

Respuestainmune

Altamente eficaz enla proteccion de rumiantesy ratones
vacunados contra RVFV.

Ambas generaron fuerte AcN a dosis Unica en hurones de
edad avanzada contra un genotipo cruzado.

Sin manifestaciones clinicas en cobayos.

Protector en los animales inmunizados.

Sin signos clinicos.

Se considera una plataforma segura de vacunas contra el
CCHFV.

Sin neurovirulencia

Produce AcNy protege a ratones inmunizados.

Mejorinmunogenicidad y eficiencia de esta variante.

NS no es virulento en ratones.

Corderos con dosis Unica quedaron protegidos.

El virus es moderadamente estable.
50% de los animales sobrevivio al desafio con JUNV.

IGR es importante en arenavirus.

Sereplica eficientemente en cultivo celular, pero esta
muy atenuado in vivo.

Protegid contra la exposicion letal a ratones.
Atenuacidn de la virulencia.

Inmunidad protectora.
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LCMV Rearreglo
genomico

RVFV ZH5o1 Quimérico
recombinante

RVFV ZHs5o1 Quimérico
recombinante

JCV/LAC Quimeérico
recombinante

MACV

MOPV

Seintercambiaron los ORF de arenavirus

Segmento S que codificaba NS de TOSVy
puntatorovirus.

Segmento S que codificaba NS de virus siciliano
de la fiebre del flebétomo y PKR negativa
dominante.

Remplazo el ORF del segmento M de LACV con
el ORF del virus del cafion de Jamestowny su
glicoproteina.

GPC del virus de Junin.

GPCde LASV.
Con mutaciones en NP anulando IFN de tipo I.

Se logro la atenuacién,
1 dosis protegio contra el virus.

Mantuvieron su virulencia.

Selogré su atenuacion en ratones.

Carece de neurovirulencia en ratones y es altamente
inmunogénico.

Logro la atenuacion.

Mayor inmunogenicidad que JUNV y produccion de AcN.
Proteccion total contra el desafio.

Una dosis provoca una respuesta humoral y celular T
robusta.

Proteccion completa contra el desafio de LASV.

JCV/LAC virus del cafidn de Jamestow / Virus de la encefalitis de La Crosse; LCMV Virus de la coriomeningitis linfocitica; CCHFV Virus de la fiebre hemorrdgica de Crimea-Congo;
JUNV Virus de junin; LASV Virus de Lassa; MACV Virus de Machupo; MOPV Virus Mopeia; RVFV Virus de la fiebre del valle de Rift; SFTSV Virus del sindrome de fiebre severa

con trombocitopenia; TOSV Virus toscana.
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Alphavirus

Pertenecen a la familia Togaviridae e incluye a los géneros Alphavirus y Rubivirus
este ultimo género solo incluye un patdégeno humano el virus de la rubeola. Poseen
un genoma ssARN (+)%® de 9,7 a 12 kb de tamafio, son transmitidos por artrépodos,
los viriones son esféricos, de apariencia uniforme, de 70 nm de diametro, y constan

de una envoltura que rodea a una nucleocapside icosaédrica’?’.

Afecta tanto animales como humanos y mantienen un ciclo de infeccién
enzootica **V que incluye insectos y reservorios animales, a excepcion de los
alfavirus de los salmonidos. Las enfermedades de interés en veterinaria son las
relacionadas con los virus de la encefalitis equina venezolana (EEVE), encefalitis
equina del oeste, encefalitis equina del este y getah, incluido los virus causantes de
enfermedades zoondticas tales como el virus Semliki Forest (SFV) y chikungunya.
Dependiendo del virus puede causar alguno de estos cuadros: neuroldgicos

(encefalitis), enfermedad febril con poliartritis o sin signos aparentes36.128,

Causan cambios citopaticos graves en muchos tipos celulares de vertebrad os
donde provoca un bloqueo total de las sintesis de proteinas y acidos nucleicos de
las células. En mosquitos no existe esta interrupcion, pero persiste la infeccidon y la

eliminaciéon constante del virus'28.
Ciclo biolégico

El ciclo inicia cuando la glicoproteina E2 se une a sus receptores de superficie, entra
por endocitosis donde posteriormente se libera la nucleocapside al citoplasma?®®. El
ARN gendmico actua como ARNm en algunos alphavirus al traducirse produce dos
poliproteinas (no estructurales) que se encargaran de sintetizar la cadena de ARN
molde de sentido negativo a partir del ARN base para luego sintetizar ssARN (+) y
un ARN subgenémico***V!, Posteriormente, el ssARN (+) se encapsida en nuevos
viriones mientras que el ARN subgendmico actua como mensajero para la sintesis

de proteinas estructurales que daran lugar a proteinas individuales. La

XXXV Enzodtica: enfermedades infecciosas que afectan de forma continuada a una poblacion animal durante
periodos de tiempo prolongados en un area geografica limitada.
XXXV ARN subgendmico: es ARN resultado de la replicacion viral de regiones gendmicas parciales.
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nucleocapside se ensambla en el citoplasma y se mueve hacia la membrana
plasmatica donde adquiere picos de glicoproteinas virales. Por ultimo, geman a
través de la membrana plasmatica (mamiferos y aves) y membranas celulares

internas (insecto)36.1%7,
Caracteristicas y modificaciones del alphavirus paratransformarse en vector

Los alphavirus destacan por infectar un amplio numero de huéspedes, expresar
proteinas heterdlogas de forma transitoria, pero en grandes cantidades, ausencia
de inmunidad prexistente en el humano, y la respuesta inmune que genera como
vector vacunal se ve intensificada gracias a que algunas células infectadas por el
vector sufren apoptosis dando lugar a cuerpos apoptoticos que luego son

fagocitados por las CPA™4,

Para aumentar la seguridad de estos vectores se construyen deficientes en su
replicacion, eliminando sus proteinas estructurales, por lo que son capaces de
entregar el transgén, pero no de empaquetarse a menos que se proporcionen estas

proteinas®8.

Entre los virus prototipo utilizados como vectores se hallan el Virus Sindbis (SINV),
el SFV y el EEVE los cuales comparten muchas caracteristicas en comun ademas,
de la simplicidad de su genoma''4. Todos ellos tienen proteinas especificas que
inhiben la trascripcion de la célula huésped, esto compromete la sintesis molecular
de la célula huésped y aumenta la produccion de virus infeccioso, las neuronas

inmaduras son mas susceptibles a la citotoxicidad?.

El SFV y SINV se mantienen estables con un inserto de 2kb, insertos mayores a
este tamano son mas inestables. El SINV con una longitud de 11,8kb en su genoma
expresa un casete de hasta 3,2kb lo que refleja la flexibilidad del virus para expresar
insertos grandes, sin embargo, después del tercer pase apenas si hay cantidades
detectables de los productos de expresion y en el quinto pase se pierden por
completo. No obstante, al insertar genes mas grandes el crecimiento del virus se
retarda, el tipo de gen a expresar también limita su replicacion, por ejemplo el vector
EEVE que expresa glicoproteinas no se replica a titulos tan altos como los que

expresan proteinas citoplasmaticas'?°.
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El tropismo esta dado por la glicoproteina E2 y, aunque se sospecha que tiene
varios sitios de unidn al receptor o en todo caso es ubicuo, es posible modificarlo

para que se limite a un solo tipo celular3®.

Los alphavirus son capaces de transportar genes pertenecientes al virus de la
influenza, VIH, Chlamydia pneumoniae , Mycobacterium tuberculosis y Plasmodium
falciparum; ademas, se encuentra en pruebas experimentales en ratones para
evaluar su potencial como anticancerigeno''* y se esta evaluando su eficacia en

otros modelos animales.

Los sistemas principales mediante los cuales de producen vectores a partir de
alphavirus son mediante particulas de replicacién deficiente (particulas de replicon)
o particulas virales competentes para la replicacion'?®. El cuadro 25 menciona las
fortalezas y debilidades de los alphavirus como vectores.

Cuadro 25. Fortalezas y debilidades de los Alphavirus 36 4 220,329,
Fortalezas Debilidades

Acepta insertos de 2 kb a pesar de la corta Citotoxicidad neuronal.

longitud de su genoma.

Infecta un amplio nUmero de huéspedes.
Expresa proteinas heterdlogas en grandes
cantidades.

Ausencia de inmunidad prexistente en
humanos.

Es posible modificar su tropismo.

Efectivos como portadores de genes foraneos.

Insertos >2 -3,2kb son inestables y se van
perdiendo entre pases.

El tipo o el gran tamaio del inserto retardan el
crecimiento del virus.

Requiere profundizar las investigaciones sobre
este vector como potencial anticancerigeno y

otras posibles aplicaciones.
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Flavivirus

Los flavivirus pertenecen a la familia Flaviviridae y son principalmente transmitidos
por artropodos consta de tres géneros Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus. Los
flavivirus afectan a un grupo de huéspedes mas reducido principalmente humanos,
bovinos, equinos, y cerdos; provocando cuadros de encefalitis, fiebres
hemorragicas, abortos y en algunos casos puede generar una infecciéon sistémica3®.
Los mas representativos en veterinaria son, el virus de la diarrea viral bovina y el
virus de la fiebre porcina clasica (VPPC), virus de la enfermedad de frontera, virus
de la encefalitis japonesa (JEV), y virus del Nilo Occidental y los 4 serotipos del

dengue en humanos30. 131,

Los viriones son esféricos, de 40 a 60 nm de diametro y cubiertos de una envoltura
lipidica cubierta con pepldmeros que rodean una nucleocapside icosaédrica que
contiene un genoma ARN monocatenario de sentido positivo de una longitud de 11,

12.3, y 9.6 kb para flavivirus, pestivirus y hepacivirus respectivamente 32,

El virus prototipo de esta familia es el virus de la fiebre amarilla. La cepa 17D es un
virus atenuado obtenido de la cepa Asibi del virus YT salvaje’® utilizado como
vacuna comercial desde 19364

Ciclo viral

Una vez que se une a su receptor, la tetraspanina, el flavivirus es endocitado y se
bloguea parcialmente la sintesis de proteinas y ARN en las células huésped de los
mamiferos; ya en el citoplasma, inicia la sintesis de ARNc de sentido negativo que
servira de molde para la sintesis de ARN de sentido positivo. La traduccion
producira una sola poliproteina encargada de formar por escision las diversas

proteinas estructurales y no estructurales™33.

En el caso de los flavivirus transmitidos por mosquitos el ensamble del virién se lleva
a cabo en las membranas del reticulo endoplasmico y la membrana plasmatica de
las células del mosquito, no se observan capsides preformadas. Los viriones
maduros se observan dentro de las cisternas del reticulo endoplasmico y son

liberadas por exocitosis o lisis celular3 132,
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Caracteristicas y modificaciones del flavivirus para transformarse en vector
Uno de los virus mas destacados dentro de la familia Flaviviridae para la

construccidon de vectores es el virus de la fiebre amarilla (YF), a partir del cual se
desarrollaron las cepas YF17D-204 y 17DD"34 utilizadas desde 1936 para distintos

fines?4,

La cepa 17D ha sido utilizada contra el virus de la fiebre amarilla en humanos
durante mas de 70 afios mostrando ser segura y eficaz, ademas, de mantener una
inmunidad hasta por 40 afios. Aunque se desconocen los mecanismos celulares y

moleculares por los cuales ocurre esto’34.

Esta contraindicada para su administracion en nifios menores de 6 meses de edad,
a pesar de esto, una sola dosis proporciona una inmunidad celular y de mucosas
duradera e induce proteccion mediada por células T CD8. Se piensa que la fuerte
inmunogenicidad se debe a que los vectores replican en células dendriticas en el
sitio de inoculacion’4. Ademas, la proteina NS3 y E desencadenan una respuesta
citotoxica y el gen E por si solo genera una respuesta de tipo humoral, por lo que
resulta adecuado expresar epitopos heterdlogos en esta seccion con los beneficios
adicionales de que estimula el MHC | o II'3* y se han descrito 2 sitios de expresion

en este sitio.

Los sitios de insercién descritos para YF17D son los sitios NS2B/NS3, la proteina E

en el bucle fg y el gen NS1'37 (figura 10).

5 X
e <[ ov | £ [NsiNsaalnsaBl  Ns3  NsialNsiBl  Nss e
UTR UTR

Figura 10. Representacion esquematica del genoma del flavivirus. Los genes en rojo
codifican para proteinas estructurales: C capside; prM premembrana mientras que los genes
en azul para proteinas no estructurales NS1 - NSs. Las flechas indican los sitios de insercién. '3

Para construir un vector a partir de YF17D se sigue el método de pseudotipado,
remplazando los genes estructurales prM/M y E con los de otros flavivirus como el
virus de la encefalitis japonesa, virus del Nilo occidental, y los cuatro serotipos del
Dengue para generar virus quiméricos como vacunas contra pestivirus''4 24; aunque

puede haber mutaciones a nivel de las proteinas estructurales al adaptarse el virus
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y la proteina foranea prM/M a la capside de YF17D. Ademas, puede mutar a otros

niveles mientras el virus se adapta a crecer en el cultivo'34.

La principal limitacion de este sistema es su limitada capacidad de inserto, ya que
solo puede expresar genes foraneos de hasta 1,5 Kb?* . Para resolver este problema
se ha propuesto insertar genes de 2,0kb entre los genes E/NS1 dado que este sitio
representa un cambio funcional de un gen estructural a uno no estructural, por lo
tanto, el gen podria acomodarse mejor y generar menos alteraciones 4. Sin
embargo, también habria que asegurar que las peptidasas necesarias para cortar

el gen heterélogo estén presentes.

Otra alternativa para aumentar el tamano de inserto aceptado por YF17D fue
agregar IRES en el extremo 3" sin embargo, resultaron ser muy inestables y
rapidamente se perdia este fragmento'34. Una estrategia mas fue insercion de las
secuencias foraneas en la region no traducible (UTR) 3’, pero existen problemas de

estabilidad genética®4.

Este flavivirus se ha utilizado como prototipo de vacuna activa atenuada contra la
misma fiebre amarilla y otros flavivirus como el virus del Nilo occidental®* |,
adicionalmente contra otros agentes etiolégicos tales como Plasmodium yoelii
logrando reducir la carga parasitaria en murinos y en P. falciparum donde indujo
anticuerpos en ratones''*. También se ha demostrado la proteccién de cobayas
frente al virus de la fiebre de Lassa’3® mas prototipos vacunales en el Cuadro 27.
En VPPC en cerdos se debe explorar mas a fondo y la vacuna contra el JEV ha sido
recientemente aprobada para su uso en humanos''’. Ademas, se debe continuar

verificando su seguridad en otras especies a parte del humano'3'.
El Cuadro 26 menciona las fortalezas y debilidades de los flavivirus.

Cuadro 26. Fortalezas y debilidades de los Flavivirus 24 4 3% 134,

Fortalezas Debilidades
Provee de una inmunidad celulary de Solo soporta un inserto de 1,5kb.
mucosas fuerte y prolongada. Contraindicada en nifios <6meses.

Induce proteccion medida porcélulas T Se debe mejorar la estabilidad genética de insercion.

CD8. Su seguridad continua en evaluacion.
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Cuadro 27. Vacunas candidatas en desarrollo basados en el virus de la fiebre amarilla (modificado de*®)

Patdgeno Vacuna Formulacion de la vacuna Especie Estado Respuesta inmunitaria
Virus de la Imojev™(JE-  Proteinas prME de JEV SA14-14-2 el Con licencia
encefalitis Ccv) 17D
japonesa
DENV1-4 Dengvaxia® 17D-204 con prMy E de YF Con licencia
reemplazados con los de los cuatro
serotipos de DENV salvaje
WNV ChimeriVax- 17D con WN NYg9gprME Ratones ICRy Fase pre- Reduccion de la neurovirulencia y el
WNo1 macacos Rhesus clinica neurotropismo en comparacion con el
WNYV de tipo salvaje
WNV ChimeriVax- Igual que WNo1 con mutaciones Humanos Faseclinicall Pruebasde seguridad e inmunogenicidad
WNo2 ahadidas en E:L107F, A316V y K440R (seroconversion de AcN) de dosis baja,
mediay alta
En equinos fue retirado en 2010 ya que
causaba la muerte del animal*
ZIKV ChimericVax- 17D con prME de ZIKV A129 raton Pre-clinica Cargas virales reducidas, neurovirulencia/
Zika (CYZ) neuroinvasion reducidas, seroconversion
de AcN, proteccion contra el desafio letal
ZIKV YF-ZIKprM/E 17D con prME of ZIKV Ratones e Pre-clinica Protege contra el desafio letal; incluso en
inmunocompetentes infecciones cerebrales y malformaciones
en fetos de raton
Plasmodium 17D/13 and SYVPSAEQI porcion de proteina Macacos Rhesus Pre-clinica Prueba de neurovirulencia en mono
falciparum 17D/8 Plasmodium yoelii CS insertada en el
sitio fg en EDII
YF17D/ENS1/Tc Trypanosoma  Proteina-2 de superficie de amastigote Ratones A/J Pre-clinica Seroconversion de AcN
cruzi insertada entre E y NS1de 17D
rYF17D/SIVGag45— VIH SIV mac 239 Secuencias Gag Macacos Rhesus Pre-clinica Generacion de respuestas de células T
269 insertadas entre Ey NS1de 17D CD8+
YFV17D/LASV-GPC  Lassavirus Glicoproteinas de Lassa insertadas en Cuyes Pre- clinica Seroconversion de anticuerpos;
la region C-terminal de la proteina 17D proteccion contra el desafio letal
E
YF-So SARS-CoV-2 Proteina de pico de prefusion no Hamsters, ratonesy Pre- clinica Seguridad, AcN, proteccion contra

escindible de SARS-CoV-2 insertada
entreEySio017D

macacos

SARS-CoV-2

DENYV Virus del dengue; JEV Virus de la encefalitis japonesa; WNV Virus del Nilo occidental; YF Virus de la fiebre amarilla; YF Virus de la fiebre amarilla;

YF17D Cepa 17D del virus de la fiebre amarilla; ZIKV Virus de zika
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lll. Vacunologia basada en vectores virales

Vacunacion

La primera evidencia relacionada con la vacunacion data del siglo Xl en la literatura
china, donde implementaban la “variolizacion” para prevenir el contagio de viruela
inoculandose pus proveniente de pacientes que habian contraido la enfermedad3’
en 1721 esta practica es transmitida a el continente europeo por Mary Wortley
Montague; a partir de este conocimiento, en 1796 el doctor Edward Jenner
desarrolla un método para prevenir la viruela humana utilizando muestras de tejido
infectado con viruela bovina'%* (primer ejemplo documentado de reaccion inmune
cruzada entre virus emparentados), esta técnica se utilizé6 durante mas de siglo y
medio en todo el mundo; pero es hasta 1799, después de haberla comprobado de
forma metddica y experimental, Louis Pasteur en honor a Edward Jenner la
denomina vacunacion*XVll. 137 Estas primeras vacunas son las mas basicas y se
les conoce como vacunas clasicas, se caracterizan por portar al microorganismo
patégeno modificado mediante métodos fisicos y quimicos con el objetivo de
eliminar ya sea su capacidad patogénica en el caso de vacunas atenuadas (vivas)
o replicativa en el caso de vacunas inactivadas (muertas), estas ultimas ademas
conservan intacta su estructura inmunogénica & 171 139 E| cuadro 28 reune las

caracteristicas de las vacunas clasicas.

La vacuna se puede definir como aquella preparacién inerte que transporta a un
patdbgeno completo (vivos o muertos) o alguna fraccion de éste (proteinas,
subunidades o toxinas) que ayudan a entrenar al sistema inmune para reconocer y
atacar a determinado antigeno (virus/bacteria/hongo/parasito) en el momento en
gue entra al cuerpo y no permite desarrollar la enfermedad & '40- 41 Asi pues,
independientemente del sistema vacunal que siga para conseguirlo, el objetivo de

cualquier vacuna es activar la respuesta inmune celular y humoral especificas.

XXXV acunacion: significaba inoculacion con fluido de vaca y “vacunado” era la persona a quien se le hacia
lainoculacion delavacuna. “Vacuna” proviene del latin vacca que significa vaca.
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Cuadro 28. Fortalezas y debilidades de las vacunas basadas en microorganismos vivos

uinactivados ®

Fortalezas Debilidades
Vacunas Estimulainmunidad humoral y celular.  Virulenciaresidual y posible
Inmuni rader fectiva. reversion de la virulencia.
atenuadas unidad duraderay efectiva eversion de la virulencia
Requiere pocasinoculacionesy dosis. ~ Diseminacion en la poblacién.
vivas . ., .
( ) Bajo costo de produccion. Enfermedad asociada alavacuna.
Adyuvantes no necesarios. Microoganismos contaminantes.
Problemas de almacenamiento.
Vacunas No virulencia residual. No estimula lainmunidad celular.
. . M ri . Induce una respuesta menos
inactivadas as seguridad P
Menos efectos secundarios. potente.
muertas . S .
( ) Estables. Requiere variasinoculacionesy
Bajo costo de produccion. mayores dosis.

Adyuvantes necesarios.

Ambos tipos de respuesta se producen generalmente de forma coordinada y
conjunta, aunque dependiendo del agente extrafio, puede ser mas importante un

tipo de respuesta que otra'#?, funcionan de la siguiente manera:

La respuesta inmune humoral es liderada por células plasmaticas®""| que se han
diferenciado a partir de linfocitos B los cuales generan anticuerpos que tienen el fin
de reconocer, adherirse al agente extrafno y evitar que penetre o infecte a las células
esta respuesta funciona mejor ante una segunda exposicion. La respuesta inmune
celular corresponde a los linfocitos citotdxicos, los cuales reaccionan a la primera
exposicion al antigeno y rapidamente actuan adhiriéndose a los agentes invasores
y liberando sustancias que atraigan a mas células de defensa para eliminarlo; de
esta forma, logramos que al primer ataque del patdgeno, el organismo invadido

tenga la posibilidad de controlar la enfermedad por si mismo6% 170,

XXXV Células plasmaticas: Son células B diferenciadas capaces de producir anticuerpos.
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Vacunas de nueva generacion
Incluso en la actualidad no se poseen vacunas contra todas las enfermedades de

mayor impacto tanto en la produccion pecuaria, la salud publica, asi como en el
comercio internacional; por esta razén, se busca el desarrollo de nuevas alternativas
de vacunacion que produzcan buenos titulos de anticuerpos por tiempo prolongado
y a bajo costo; con este obijetivo, el progreso de la ingenieria genética en técnicas
de ADN recombinante (ADNr) ha jugado un papel importante en el desarrollo de
vacunas de nueva generacion?® que superan los beneficios de las vacunas
convencionales (vacunas vivas e inactivas), ya que permiten inducir una respuesta
inmune dirigida, eficaz y con una seguridad sin precedentes, que evita la necesidad
de inyectar al paciente microorganismos completos, muertos o modificados. Mas
aun permiten la ausencia de adyuvantes y la necesidad de cadena fria2.

Las vacunas génicas se caracterizan por no administrarse directamente el antigeno
inmunizante en el paciente a vacunar, sino mas bien el gen que lo codifica, el cual
dirige la sintesis de este antigeno por parte de las células del huésped. El antigeno
sintetizado desencadena, a su vez, la correspondiente respuesta inmunitaria, que
es de tipo humoral y celular, igual que en las vacunas vivas atenuadas'42.

La OIE divide a las vacunas veterinarias derivadas de ADNr en 3 grandes
categorias’#:

- Categoria I: consiste en productos viables o muertos que representan un
riesgo insignificante para el medio ambiente, salud animal y publica. Estos
pueden encontrarse inactivados, enteros o sus subunidades y son creados a
partir de ADNTr.

- Categoria Il: contienen microorganismos vivos, modificados mediante la
inclusién de genes que codifican antigenos marcadores, enzimas u otros
subproductos bioquimicos o la eliminacion de uno o mas genes no
necesarios o perjudiciales que pueden codificar virulencia, oncogenicidad,
antigenos marcadores, enzimas u otros subproductos bioquimicos. En esta
categoria se ubican los plasmidos.

- Categoria lll: emplean vectores vivos como portadores de genes extrafios

derivados de una recombinacion, que codifican antigenos inmunizantes.
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Estos pueden portar uno o0 mas genes extranos efectivos para inmunizar a la

especie destino un ejemplo de ellos son los vectores virales.

Cabe resaltar que se combinan distintas técnicas para crear un producto vacunal
seguro y eficaz; por ejemplo, se utilizan vectores no virales como los liposomas para
transportar moléculas de ARN con el fin de evitar su degradacion, también es
utilizada para envolver a vectores virales muy inmunogénicos cuando no se busca
estimular la respuesta inmune. Para definir a qué tipo de plataforma vacunal
pertenece, debemos enfocarnos en la pieza clave, es decir, quién entrega
finalmente el epitopo que estimulara la respuesta inmune. A continuacion, veremos

las diferentes plataformas vacunales existentes:

Vacunas de péptidos

Vacunas de subunidades o proteinas sintéticas

Consiste en la produccion de una proteina o proteinas inmunogénicas purif icadas
de un agente infeccioso sin necesidad del propio microrganismo, esto se realiza
mediante técnicas de ingenieria genética que fragmentan el ADN correspondiente
y lo expresan en diferentes vectores, generalmente Escherichia coli, levaduras y
baculovirus. La vacuna contra el parvovirus canino ha sido de las mas exitosas?.

Particulas pseudovirales (Virus like particles)

Son estructuras que se ensamblan e imitan la conformaciéon de un viridn
ensamblado, lo que las vuelve muy inmunogénicas, pero sin genoma viral lo que

anula su capacidad replicativa’#®. (Cuadro 29)

Cuadro 29. Fortalezas y debilidades de las vacunas basadas en péptidos 8

Fortalezas Debilidades
Uso autorizado en humanos. Alto costo.
Amplia experiencia. Necesita adyuvantes.
No requiere al agente infeccioso. No replicantes.
Evita reacciones de hipersensensibilidad y Requiere una mayor cantidad de
lesiones que causarian un virus completo. antigeno.
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Vacunas de acidos nucleicos

Vacunas de ADN

Estan formadas por un fragmento de ADN que contiene genes antigénicos que han
sido seleccionados del patdgeno en cuestidon, estos van a ser insertados en un
plasmido que al lograr penetrar la célula, el ADN sera traducido a ARNm , que
finalmente seran traducidos en proteinas antigénicas y presentados por el complejo
mayor de histocompatibilidad clase | y Il & 28 142,

Vacunas de ARN

Es un pequefio fragmento de ARNm del virus que contiene las instrucciones para
crear alguna proteina del virus, debe ser recubierta con una capa de lipidos para
evitar su degradacion. Al penetrar la célula, se codifica directamente la proteina

antigénica para posteriormente ser expresada en su superficie’®’. (Cuadro 30)

Cuadro 30. Fortalezas y debilidades de las vacunas de ADN Y ARN 8

Fortalezas Debilidades
ARN Norequiere manejar al virus activo. Puede producir reacciones adversas.
Rapida producciony desarrollo. Costosa.

Requiere infraestructura avanzada

Inmunogénicas. )
(cadena fria de -70°C).

Molécula lista para ser codificada.

ADN Norequiere manejar al virus activo. Larespuestainmune no es tan potente.
Muy estables. Requiere grandes cantidades de
No requiere cadena fria. moléculas.
Bajo costo. Susceptible al juicio moral de ciertos

Estimula respuesta celulary humoral.  sectores de la sociedad.

Vacunas vectorizadas

Vectores virales

Son agentes biologicos de origen viral que permiten el transporte de una o varias
moléculas de una entidad bioldégica hacia otra distinta con el objetivo de que se
exprese una proteina de interés dentro de la célula blanco, estos pueden ser

competentes o no competentes’® 62 71, Ademas, pueden ser utilizados ya sea como
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vectores de entrega (gene delivery)'#” o bien como vectores de despliegue (virus

display)'8. Algunos ejemplos de virus vacunales son Poxvirus, Herpesvirus,

Adenovirus, Paramyxovirus, Rhabdovirus y Flavivirus (ver capitulo II).

Vectores no virales

Son agentes fisicos (electroporacion) o quimicos (polimeros y liposomas) que

permiten el transporte o la introduccion de cierto material genético dentro de una

célula con el objetivo de expresar una determinada proteina de interés #°. (Cuadro

31).

Cuadro 31. Fortalezas y debilidades de las vacunas basadas en vectores virales *4* *49

Fortalezas

Debilidades

Facilidad de manejo y produccion
(estructura predeterminada, solo cambia
el gen deinterés).

Estimulan la respuesta humoral y celular.
Bajo costo.

Baja recombinacion in vivo y retorno a la
virulencia.

Puede no requeriradyuvantes.

Experiencia limitada en humanos.

Existe riesgo en pacientes
inmunocomprometidos.

Puede ser destruido antes de surtir efecto.

Inmunidad previa.

En la figura 8 se resumen las diferentes plataformas vacunales que existen.
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Figura 11. Diferentes plataformas vacunales enfocadas al SARS-CoV2. (A) Virus nativo/salvaje sin modificaciones. (B) Proteina Spike del
coronavirus es inmunogénica, la fraccion roja representa a la proteina RBD y media la union al receptor celular por lo que es la llave de
entrada a nuestras células. (C) vacuna de virus muerto/inactivado nétese el genoma ha cambiado de color al amarillo para indicar que el
genoma ha sido inactivado y no puede replicarse. (D) Vacuna de virus activo/atenuado ndtese que ciertas partes del genoma se encuentran
todavia activas. (E). Vacuna de subunidades proteina Spike. (F) Proteina RBD. (G) Vacuna basada en Virus like particles notese que no hay
genoma solo la capside asemejando al coronavirus. (H) Vacuna vectorizada por un adenovirus no replicante nétese que solo contiene al gen
que codifica para la proteina Spike. (J) Vacuna vectorizada por un adenovirus replicante observe que el genoma esta completo. (K) Vacuna
de ADN, fragmento de ADN insertada en un plasmido. (L) Vacuna de ARN obsérvese rodeado por la membrana lipidica.

Obtenido de: https://www.huffingtonpost.esfentry/covid-19-por-que-las-primeras-vacunas-exigen-congelacion_es_sfbadasccsb68ca87f7c727a
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Actualidad y perspectivas del uso de vacunas vectorizadas
Con esta revision podemos darnos cuenta de que existe una amplia variedad de

candidatos virales para actuar como vectores, cada uno de ellos con diferentes
limitantes y propiedades que facilitan su uso y, como hemos visto a lo largo de los
capitulos, hay que ir experimentando con nuevas alternativas, proteinas,
metodologias para salvar los distintos retos que nos presenta el posible uso de
vectores para lograr una exitosa entrega del material antigénico y conseguir activar
la respuesta inmune'®. Es por esto que, aunque ya existen vectores virales
aprobados para su comercializacién y uso, en distintas terapias se continuan
haciendo esfuerzos para mejorar, encontrar y desarrollar virus vectorizados mas

efectivos.

Las vacunas vectorizadas prometen reducir los riesgos de infeccién, reversion a la
virulencia o patogenicidad, ademas, de seguridad durante su fabricacién al manejar

exclusivamente a los genes que codifican para las proteinas antigénicas?8.142,

Desconocemos los efectos a largo plazo que este tipo de biolégicos pudieran tener
a nivel genético, ya que esta ciencia es relativamente joven y no se poseen estudios
ni ha transcurrido el tiempo necesario para sacar conclusiones. Se requiere hacer
estudios o un seguimiento de los posibles efectos secundarios del uso de vacunas
no solo vectorizadas si no génicas y la vacunacion mundial basada en vacunas de
ARN (Moderna, Pfizer, CureVac) y vectores virales (Johnson&Johnson,
AstraZeneca, Sputnik V)'%0.151 contra el SARS-CoV2 podria proporcionarnos dicha

informacion.

Sigue siendo un amplio campo por explorar y se tiene la esperanza de encontrar la
formula adecuada, al menos para los agentes patdgenos mas importantes en la
salud humana y animal. Algunos autores mencionan que el campo de la
vectorologia nos tomara dominarlo el mismo tiempo que tomd desarrollar los

anticuerpos monoclonales y seran tan seguros como lo son ahora estos'%2.

107



Plataformas vacunales
Por el momento, las vacunas que ya se encuentran disponibles y aprobadas para su uso en animales se enlistan en el cuadro 32.

Cuadro 32. Vacunas basadas en vectores virales disponibles comercialmente en medicina veterinaria en México 53

Especies Vacuna Manufactura Patégeno Tecnologia (vector viral)
Caninos Recombitek® CDV Boehringer Ingelheim Virus del distemper canino Vector viral (Canarypox)
Felinos PureVAX® Recombinant BoehringerIngelheim Virus de la leucemia felina Vector viral (Canarypox)
FeLV
PureVAX® Feline Rabies Boehringer Ingelheim Rabia Vector viral (Canarypox)
Equinos ProteqFlu Boehringer Ingelheim Influenza equina Vectorviral (Canarypox)
ALVAC®-WNV Pfizer Virus del oeste del Nilo Vector viral (Canarypox)
Suinos FosteraTMPCV Zoetis Circovirus porcino tipo 2 Vectorviral quimérico (PCV-1)
Suvaxyn® CSF Marker Zoetis Virus de la fiebre porcina clasica Vectorviral quimérico (BVDV)
iPED+ Merck Animal Health Virus de la diarrea epidémica Replicon de ARN (VEEV)
porcina
Sequivity® Merck Animal Health Virus de la influenza porcina A Replicon de ARN (VEEV)
Bovinos Adt.A24 FMD GenVec Fiebre aftosa Vectorviral (adenovirus)
Aves Trovac®-AlV Hg Boehringer Ingelheim Influenza aviar Vector viral (fowlpox)
Vectormune® Al CEVA Biomune Influenza aviar Vector viral quimérico (HVT/MD)
Vectormune® ND CEVA Biomune Newcastle Vector viral quimérico (HVT/MD)
Vectormune® FP LT CEVA Biomune Laringotraqueitis infecciosa Vector viral quimérico (fowlpox)
Vectormune® FP MG CEVA Biomune Mycoplasma gallisepticum Vector viral quimérico (fowlpox)
Vectormune® FP-N CEVA Biomune Newcastle Vectorviral quimérico (fowlpox)
Innovax®-ND Merck Animal Health Newcastle Vector viral quimérico (HVT/MD)
Innovax®-ND-IBD Merck Animal Health Newcastle y Enfermedad Vector viral quimérico (HVT/MD)
infecciosa de la bursitis
Innovax®-ND-ILT Merck Animal Health Newcastle y Laringotraqueitis Vector viral quimérico (HVT/MD)
infecciosa
Fauna ORNAB® Artemis Technologies, Inc Rabia Vectorviral (adenovirus humano
silvestre tipo 5)
Raboral V-RG® BoehringerIngelheim Rabia Vector viral (virus vaccinia)
Conejos Novibac® Myxo-RHD Merck animal health Enfermedad hemorragica de los Vector viral quimérico (Myxoma
conejos virus)
Novibac® Myxo-RHD Plus Merck animal health Enfermedad hemorragica de los Vector viral quimérico (Myxoma
conejos virus)
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IV. Farmacologia basada en vectores virales

Terapia génica

La terapia génica comenzo6 a inicios de los 70 y 80 con dos ensayos no aprobados
donde se tratd el sindrome de deficiencia de arginasa mediante terapia génica in
vivo usando como vector el virus de papiloma de shope de tipo salvaje con el
objetivo de que la arginasa viral remplazara la enzima faltante. El otro experimento
fue la terapia génica ex vivo para la B-talasemia, se trasplantd células de la médula
Osea tratadas con un plasmido que contenia B-globina. En ambos experimentos
participaron dos pacientes, pero no hubo seguimiento y aparentemente no les
perjudicé ni beneficio %2

Le siguieron dos ensayos serios de terapia génica en Estados Unidos a finales de
1990 usando retrovirus, pero sin éxito. Durante el resto de la década de los noventa,
el ritmo se aceler6 y sélo en 1999 el NIH *»*xy RAC *- aprobaron 84 nuevos
ensayos'®2. En septiembre de 1999 muri6é Jesse Gelsinger un hombre de 18 afos
al que se le estaba tratando una enfermedad hepatica, Jesse fue la decimoctava
persona en recibir el vector viral modificado y mientras que los pacientes anteriores
solo presentaron sintomas parecidos a un gripa Jesse tuvo una reaccion adversa
severa, como consecuencia de una fuerte respuesta inmune causada por el uso del
vector adenoviral, o que le produjo un fallo multiorganico y muerte cerebral, esto
llevo a un fuerte escrutinio de la prensa al mundo de la terapia génica al tiempo que
ayudo a comprender porque el disefio de los ensayos o los estandares éticos no
eran satisfactorios, aunque también arrojaron una sombra injusta sobre todo el
campo de la genética y ciencias biomédicas provocando que se cerraran

investigaciones y estudios clinicos en marcha'®4,

Hasta el afio 2000, se empez6 a escuchar de informes anecddéticos de los primeros
éxitos aparentes: factor |X para la hemofilia, células madre transducidas para la

inmunodeficiencia combinada severa ligada a X, y vectores oncoliticos. A mediados

XXXIXNIC: National institutes of health.
XL RAC: the Recombinant DNA Advisory Committee.
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del 2000, casi 4000 pacientes habian sido tratados con terapia génica en mas de
500 ensayos'%2.

La innovacién se ha acelerado dramaticamente en los ultimos afios gracias al
descubrimiento de la tecnologia de CRISPR-Cas9*'en el afio 2012, herramienta
que ha permitido una edicion altamente especifica de genes, de forma mucho mas

econdmica y rapida que métodos anteriores’*.

La terapia génica es cualquier procedimiento que transfiera acido nucleico exégeno,
ya sea ARN o ADN, mediante el cual se modifiquen genéticamente las células con
el fin de tratar o prevenir una enfermedad® '%4. La EMA*' excluye a las vacunas de
esta definicion. Tiene la finalidad de introducir genes ausentes; inhibir genes sobre
expresados, y/o; la correccion de genes defectuosos, para restablecer una funcion
celular defectuosa o ausente, interferir con una funciéon celular no deseada, o
introducir una nueva funcion™:. Y justamente la herramienta utilizada para entregar
este material genético son los vectores (virales y no virales) de los que ya hemos
hablado ampliamente.

Las estrategias que existen sobre terapia génica pueden clasificarse en'°:

e Terapia génica de linea germinal: el gen terapéutico o modificado se
transmitira a la siguiente generacidén, sin embargo, se desconoce las
repercusiones que pueda generar en generaciones futuras. Existen mayores
dificultades para insertar genes en células germinales.

e Terapia génica somética: el material genético se inserta en algunas células
blanco, pero el cambio no se transmite a la siguiente generacion por lo que
existen menos preocupaciones bioéticas. Solo esta permitida esta terapia.

El cuadro 33 menciona las fortalezas y debilidades de la terapia génica.

XLICRISPR es el acrénimo del inglés para “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” es
decir “repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y espaciadas regularmente”.
XLI'EMA: Agencia Europea de Medicamentos.
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Cuadro 33. Fortalezas y debilidades de la terapia génica *+°

Fortalezas Debilidades

Contribuye a prevenir una enfermedad. Modificacion de habilidades humanas.
Contribuye a erradicar enfermedades. Cambiar el acervo genético.

Ayuda a reducir los riesgos de enfermedad  Aumento potencial de la enfermedad.
en las generaciones futuras. Problemas de seguridad.

Extiende la esperanza de vida. Altos precios.

Evita medicacion frecuente. Preocupaciones éticas.

Permite una mejor comprension de como Efecto a corto plazo de algunas estrategias.
trabajan los genes. Potencial inexplorado.
Podria no ser efectiva contra enfermedades

complejas.

Como ya se mencion6 anteriormente se utilizan distintos mecanismos en terapia
génica para corregir una patologia'>4 149

Terapia de augmentacion (augmentation) gendmica: o aumento de genes se
refiere a agregar copias normales de genes generalmente para revertir una
enfermedad.

Terapia de silenciamiento genético: en este caso es un gen que bloqueé la
expresion del gen que se encuentra por defecto en la célula.

Terapia de edicion genética: aqui se inserta una copia del gen corregido para
sustituir al gen defectuoso que se expresa de forma natural en la célula logrando
asi corregir el funcionamiento normal esta.

Terapia génica suicida: se administra un gen que codifique para una pro-droga no
toxica en un metabolito citotdxico que solo se exprese en determinada célula diana
regularmente se trata de células cancerigenas de esta forma solo se eliminan estas.

(Figura 9)
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Figura 12. Estrategias utilizadas en terapia génica (modificado de )*9. A. Terapia de
augmentacion: agrega una copia de un gen normal B. Terapia de silenciamiento genético: es un gen
que bloquea la expresion de otro gen. C. Terapia de edicion genética: inserta una copia del gen
corregido para sustituir a un gen disfuncional. D. Terapia génica suicida: se administra un gen que
codifique un metabolito citotdxico que solo se exprese en células que se deseen eliminar.
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Terapia oncologica
El cancer es una transformacion maligna mediante la cual una célula adquiere

nuevas caracteristicas que le permiten proliferar sin control e invadir localmente y a
distancia érganos y sistemas en un individuo, esta etiologia parece estar asociada
a distintos factores que pueden ser tanto genéticos, epigenéticos *"' como
nutricionales y medio ambientales. Actualmente, los tratamientos implementados
hasta ahora no resultan suficientemente efectivos y el prondstico de los pacientes
no ha mejorado de forma significativa’>>. En medicina veterinaria el cancer es la
enfermedad mortal mas comun en perros que va del 15 a 30 % de los perros y con
un 26% en gatos'®. Debido a esto, se hace necesario implementar nuevas
alternativas para tratar este padecimiento y una de estas es la terapia oncolégica (o
terapia génica enfocada a cancer) la cual se enfoca en sustituir proteinas
caracteristicas de la célula tumoral que le permiten proliferar sin control, reducir la
angiogénesis, mejorar la respuesta inmune, y/o bloquear la proliferacion de células
cancerigenas’'®®,

A continuacién, se explican los distintos enfoques para corregir procesos

oncologicos:

Terapia génica por correccion de mutaciones o inhibicion de oncogenes

activados

La mayoria de mutaciones que conducen al desarrollo tumoral afectan a
protooncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores del ADN,
ademas de ser comunes en muchos tumores, por lo que el restablecimiento de su
funcion normal puede ser diana de una terapia génica contra el cancer'#.

Por ejemplo, el gen p53, se encuentra mutado en mas del 50% de los tumores, y su
expresion normal puede restablecerse mediante un adenovirus que codifique la
copia silvestre del mismo (Ad-p53). Ad-p53 ejerce un efecto antitumoral al
administrarse en conjunto con quimio/radioterapia o con nuevos medicamentos

antitumorales, maximizando la eliminacion del tumor, y minimizando los efectos

XL Epigenéticos: modificaciones genéticas que afectan la actividad genética sin cambiar la secuencia del
ADN.
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colaterales’’. Otro gen supresor tumoral frecuentemente mutado es el
retinoblastoma (rb) el cual controla la proliferacion celular. La copia silvestre del gen
Rb (Ad-RB110) inhibe el crecimiento tumoral in vitro e in vivo'8, aunque una
variante de este gen incluido en un vector ha tenido efectos adversos™? .

Otros mecanismos para mantener la homeostasis celular es controlar la
apoptosis*Vy la autofagia*'si se ven alterados estos mecanismos se desarrollan
procesos cancerigenos y puede haber resistencia a terapias tradicionales para
resolver esto se puede inducir la apoptosis y sensibilizar a las células utilizando
como diana a las proteinas Bcl-2 o ligandos como el factor de necrosis tumoral. La
autofagia se puede inducir mediante el gen XAF1 con Adeno-XAF1 en células de

cancer gastrico0,

Quimioterapia molecular o terapia génica suicida

Es la transfeccion y expresion de un gen suicida que codifica una enzima capaz de
catalizar una pro-droga no toxica en un metabolito citotdéxico potente y de corta
duracion con la capacidad de difundir desde la célula tumoral donde se produce y a

las células tumorales adyacentes a esta 4% 194, (Cuadro 34)

Cuadro 34. Genes utilizados en quimioterapia molecular 8

Gensuicida Profarmaco Metabolito toxico

Timidina-cinasa del Ganciclovir (GCV) Deoxitimidina trifosfato, un analogo de
Herpesvirus la purina que inhibe la ADN polimerasa
(HSV-tk-GCV) e induce apoptosis como resultado del

arresto del ciclo celular
Citosinadesaminasa 5-fluorocitocina (5-FC) 5-fluorouracilo

(CD)deE. coli

Se han desarrollado nuevos sistemas suicidas como el basado en el gen del

citocromo P450 (gen suicida) y ciclofosfamida o isofosfamida como profarmacos

XLV Apoptosis: muerte celular programada.
XLV Autofagia: muerte celular programada (tipo ).
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cuya actividad antitumoral se potencializa con la transferencia del gen del citocromo
P450761,

Numerosos ensayos preclinicos en el tratamiento de glioma, cancer de vejiga, colon,
gastrico y pulmén utilizando el vector HSV-tk-GCV han resultado exitosos y se ha

sugerido como tratamiento primario o adyuvante°,

Oncolisis viral

Es la lisis de células tumorales utilizando virus de replicacion selectiva (incapaces
de replicarse en células normales), provocando oncolisis, y liberaciéon de los viriones
a las células tumorales circundantes manteniendo el ciclo de infeccion, replicacion
y lisis mientras haya células tumorales, su efecto se incrementa si va acompafnado
de genes que codifiquen citocinas o enzimas'#® 192, Por lo general, se utilizan
adenovirus por su ciclo de vida litico sustituyendo sus promotores virales por
promotores selectivos del tumor a tratar como alfa-feto proteina antigeno prostatico
especifico, calicreina, mucina 1 y osteocalcina'®®. También se pueden disefar virus
gue complementen su actividad oncolitica con la enzimatica como el virus oncolitico
Ad5/3-Delta24-FCU1 es una quimera (Ad5/3) con eficiencia de transfeccion
mejorada, restringe su expresion a células tumorales deficientes en Rb y porta el
gen FCU1 un gen suicida que codifica una enzima que metaboliza la 5-
Fluorocitosina, en 5-fluorouracilo y monofosfato de 5-fluorouridina®3 164,

Virus naturalmente oncotrépicos, como los parvovirus, el virus de la estomatitis
vesicular o el virus de la enfermedad de Newcastle estan siendo estudiados como

terapia oncologica'®?.

Terapia génica inmunopotenciadora o vacunacion genética

Debido a que las células tumorales son poco inmunogénicas y ademas, no causan
inflamacion ni dano tisular, no se activa una respuesta inmune que controle su
crecimiento por lo tanto esta terapia busca inducir una inmunizacion activa e
incrementar la capacidad del sistema inmune de reconocer y rechazar antigenos
tumorales’®. Ya sea mediante la introduccién de genes que expresen citocinas

estimuladoras (IL-2, IL-12 o interferon) o la modificacion de células del sistema
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inmune (CPA vy linfocitos infiltrantes de tumor natural killer o linfocitos T citotdxicos
especificos dirigidos a antigenos tumorales) que resultan en el incremento de la

inmunogenicidad o en la potenciacion de la respuesta inmune respectivamente '4°.
Las multiples alteraciones que pueden estar presentes en un tumor dificultan la
eleccion de un blanco molecular unico por lo que se suelen utilizar varias dianas. En
un modelo de mieloma multiple in vitro se administré Ad-p53/GM-CSFX-V/B7-1XtVii
e indujo apoptosis, proliferacion de linfocitos y citotoxicidad especifica contra células

tumorales'®’.

Terapia génica antiangiogénesis

La angiogénesis es fundamental para la vascularizacion del tumor y favorece su
supervivencia, progresion y desarrollo de metastasis, su induccion requiere de
varios factores de crecimiento y proteinas, y un desequilibrio en estos favorece la
neovascularizaciéon del tumor. Un tumor sin irrigacion permanecera en estado
latente y eventualmente morira al no recibir nutrientes?60.

Con este objetivo se buscan genes que inhiban la angiogénesis tales como la
endostatina humana presente en el vector adenoviral Ad-rhEndo evitando la
angiogénesis endogena, logrando mayor espectro antitumoral, menor toxicidad y
manteniendo una alta expresion. Diversos vectores han demostrado buena
actividad antitumoral actualmente se esta evaluando en casos de cancer avanzado
en humanos'®®. Por otro lado el rAd, que codifica la endostatina murida, inhibe la
formacion de vasos sanguineos, la migracion y proliferacion de células endoteliales,
e induce apoptosis en células del endotelio vascular in vitro e in vivo'6,

Para mejorar los resultados de la terapia se combinan dos o varias de estas
estrategias terapéuticas o terapias tradicionales (neoadyuvancia*"") manteniendo
resultados exitosos mejorando la respuesta de los pacientes y disminuyendo la
dosis a administrar'®®. La figura 10 desglosa las estrategias utilizadas en terapia

oncoldgica.

XL GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.
XLVt B7-1: molécula coestimuladora también llamada CD8o y modulan la respuesta de células T.
XLVl Neoadyuvancia: es la terapia génica en combinacion con los tratamientos tradicionales.
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Figura 13. Diversos enfoques de terapia génica enfocada a cancer utilizando adenovirus como vector **° A: Sustituciéon de un gen supresor tumoral
mutado: resulta en apoptosis y muerte de la célula tumoral. B. Quimioterapia molecular o terapia génica suicida: la transfeccion y expresion de un gen
suicida resulta en la conversion de una pro-droga no toxica en un metabolito citotdxico. C. Oncdlisis viral: la infeccidn viral del tumor resulta en la
replicacion viral, oncolisis, y liberacion de los viriones a las células circundantes. D. Terapia génica antiangiogénesis: la transfeccion de un receptor soluble
para factor de crecimiento endotelial vascular resulta en el secuestro del factor de crecimiento endotelial vascular y la subsecuente inhibicion de la
neovascularizacion. E. Terapia génica inmunopotenciadora: a la izquierda se observa una célula tumoral a la que se le administran citocinas, antigenos
tumorales o CPA que potencien su inmunogenicidad y atraiga a células efectoras. Del lado derecho se representa a una célula del sistema inmune a la cual
se leincrementa su produccion de citocinas y moléculas coestimuladoras potenciando asi su actividad antitumoral.
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Conclusion
A pesar de las caracteristicas y aparentes limitaciones que deja ver cada

posible vector viral, gracias a la perseverancia e ingenio de los investigadores
se ha logrado resolver gran parte de los obstaculos y aprovechar al maximo el
potencial de cada virus expuesto en esta tesis; aunque siguen existiendo
limitaciones, esto no ha evitado que se desarrollen productos eficaces contra

distintas enfermedades.

La presente revision bibliografica ha permitido constatar que los vectores virales
poseen una alta capacidad inmunogénica que le permite promover respuestas
tanto humorales como celulares en la mayoria de los casos e incluso activar
respuestas mucosales y lactogénicas; ademas, en algunos casos permite ser
administrado via oral lo que trae beneficios por la facilidad de administracion,
disminucién de costos y permitir inmunizar fauna silvestre. En varios candidatos
virales tenemos problemas de premunidad, como a poxvirus, paramyxovirus,
herpesvirus y adenovirus. Esto puede suceder cuando lo aplicamos a su
hospedero natural, pero se ha mejorado la eficacia con técnicas de
peudotipado, intercalado de serotipos y vacunacién heterologa, ya que esto
permite cambiar o limitar el tropismo celular y espectro de hospederos que
infecta al modificar sus proteinas de superficie; asimismo, se puede aprovechar
el tropismo celular natural de cada virus en beneficio de la terapia que se

busque implementar.

La mayoria de los vectores virales posee una capacidad de inserto bastante
aceptable en comparaciéon al tamafno de su genoma, como los alphavirus y los
flavivirus, sin embargo, también destacan los poxvirus, herpesvirus, baculovirus
y coronavirus por tener una capacidad muy superior de inserto; aunque si

fueran virus muy citotdxicos, se prefiere manejarlos como no replicantes.

Los adenovirus, lentivirus y AAV, tienen problemas para generar titulos
suficientemente altos; los problemas relacionados a la reversion de la virulencia

se centran en coronavirus y retrovirus. La integracion al genoma esta dada
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principalmente por los retrovirus y el AAV1 y por lo tanto la posibilidad de
mutagénesis insercional se restringe a estos. La recombinacion genética entre
cepas silvestres y vectores virales rara vez ocurre y es posible contrarrestarla,

excepto en coronavirus.

Aunque cada virus puede modificarse y adaptarse hacia distintas terapias, son
especialmente mas provechosos en un tipo preciso de terapia. Por ejemplo, los
retrovirus, herpesvirus, alfavirus y rhabdovirus son especialmente utiles para
implementar terapias oncoliticas; mientras que, en vacunacioén, los baculovirus,
paramyxovirus, poxvirus y adenovirus resultan excelentes candidatos para
inducir respuestas inmunogénicas sistémicas y protectoras. En cambio, para
implementar terapias génicas, los AAV, el herpesvirus y los lentivirus son
mejores candidatos. Por otra parte, los Bunyavirus y alphavirus se encuentran
en fases experimentales para desarrollar vacunas y como posible

anticancerigeno en alphavirus.

Ademas, se espera que el uso de esta nhovedosa herramienta ayude a mejorar
los prondsticos de enfermedad tanto en animales como en humanos, la calidad
de vida del individuo, asi como los indices productivos y por ende los

econémicos.

Finalmente, podemos concluir que los vectores virales son herramientas
biotecnolégicas utiles para desarrollar eficazmente terapias génicas,
oncolégicas y/o vacunales. Ademas, no solo se ha quedado en fases
experimentales, sino que existen productos disponibles para su uso, por lo que
ya es una realidad en constante evolucidn y es por ello que este conocimiento
debe estar disponible para la formacion de futuros profesionistas. Este es el
primer documento en espafol que recopila a profundidad aspectos esenciales

para la compresion de la vectorologia viral con enfoque a ciencias veterinarias.
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Perspectivas

La gran variedad de virus existentes otorgan una amplia gama de posibilidades
y caracteristicas que nos conviene estudiar para desarrollar el maximo
potencial de esta herramienta y asi generar terapias y farmacos utiles contra
distintas enfermedades, e incluso, podria aplicarse para el transporte de
biomateriales, polimeros, diagnosticos radioldgicos, entre otras aplicaciones,
incluso fuera de la biomedicina. Sin embargo, aun persisten ciertas limitaciones
que deben mejorar, por ejemplo el limitado tamafno de inserto que puede
resolverse haciendo uso de la heterodimerizacion, o bien, el uso de otros

sistemas de expresion como los minigenomas.

Asimismo, se requiere profundizar mas en el estudio de vectores bunyavirales
e investigar a cada candidato de esta familia como un prototipo diferente, ya
que operan de formas variadas, aunque se les visualiza como candidatos

vacunales.

La habilidad de insertarse en el genoma puede actuar como un arma de doble
filo: por un lado, permite que un transgen se exprese por mucho mas tiempo, y
por el otro, puede derivar en una mutagénesis insercional como con los
retrovirus y AAV1, por lo que lo que mas nos conviene es que se mantenga en

forma de concatameros o de manera episomal como en los Adenovirus.

Por otro lado, la principal preocupaciéon de la comunidad cientifica es la
probabilidad de que el vector viral se integre al genoma del hospedero
(mutagénesis insercional), sin embargo, para que esto ocurra se requiere de un
sitio de insercidén, promotores, transposones, integrasas y ligasas apropiados
que dirijan la correcta integracion en el genoma, y solo los retrovirus y el AAV1
son los unicos capaces de realizar esta accion, que incluso puede corregirse

modificando ciertos genes.

El problema de la premunidad de un virus ocurre principalmente cuando lo
aplicamos a su hospedero natural, pero se resuelven facilmente con técnicas
de peudotipaje, al intercalar serotipos, o haciendo un protocolo de vacunacion

heterdloga. Por ello, hace falta investigar mas a fondo los genomas virales vy las
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interacciones con el huésped, asi como durante todo el trayecto hasta la célula
diana, con la posterior trascripcion y expresion del transgén. Asi como explorar
nuevas estrategias que permitan lograr el desempefio 6ptimo del vector,
extrapolar y/o fusionar técnicas que funcionaron en otros vectores virales para
mejorar el disefio y produccion de otros, asi como hacer uso de la
heterodimerizacién para conservar las caracteristicas mas sobresalientes de

cada virus.

Como se ha visto a lo largo de esta tesis, la vectorologia es una ciencia
novedosa que ha permitido el disefio y construccion de virus con diversos fines,
siendo las vacunas las mas popularizadas, esto representa una oportunidad de
desarrollo tecnolégico y econémico. Es por ello que dar a conocer esta tematica
a nivel licenciatura es necesario con la finalidad de abrir el panorama a una

nueva ciencia para el gremio veterinario.
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Anexos

Proceso de diseno y construccion de
vectoresvirales

Resumido de A Handbook of gene and cell therapy**° y Biologia molecular : fundamentos y
aplicaciones en las ciencias de la salud®.

Diseno de vectores virales
Antes de construir un vector primero hay una serie de factores que debemos

considerar en conjunto, ya que estan altamente relacionados entre ellos de tal
manera que omitir uno afectara negativamente el resultado final.

1. Objetivo:

Es necesario conocer la patofisiologia de la enfermedad para elegir
adecuadamente la terapia, ésta puede ir enfocada a terapia génica, terapia
oncoldgica, o vacunal y segun la elegida debera cumplir ciertos requisitos para
poder ser implementadas correctamente.

e Terapia génica: busca transferir una copia de un gen saludable para
reparar la falta o disfuncién de este en un individuo.

e Terapia oncologica: su objetivo es estimular la respuesta inmune
unicamente contra las células cancerigenas e ignorando a las células
sanas.

e Terapia vacunal: se busca estimular la respuesta inmune contra uno o
varios antigenos especificos.

2. Seleccion e identificacion del gen y la célula blanco

Escoger y determinar los genes y la célula blanco donde se debe expresar
nuestra proteina de interés, es fundamental para llevar a cabo una terapia
exitosa y debe seleccionarse segun las caracteristicas propias de la etiologia
hacia la que va dirigida; para esto, debemos conocer la célula blanco, y las
proteinas y elementos con los que interactua para dirigir y permitir la entrada

del vector unicamente a las células blanco.
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3. Rutade administracion
La ubicacion de la célula o gen de interés y el tipo de vehiculo de administracion
del gen (vector) es determinante para decidir la ruta mas eficiente de
administracion. Existen dos tipos de administracion de genes como se ve en la
figura 14 la administracion directa de genes en el organismo mediante terapia
in vivo es la entrega directa a las células y 6rganos o a todo el cuerpo sin
embargo, tiene mas probabilidades de no concretar su efecto bioldgico,
ademas, de tener mayor remanencia toxica; la administracion indirecta a
células mediante terapia ex vivo es tratada fuera del cuerpo y luego
trasplantada a los pacientes, dando mas control a las células tratadas, pero es

técnicamente mas complejo (cuadro 35)'4°.

TERAPIA IN VIVO TERAPIA EX VIVO

Ry Gen
=/ Y0 terapéutico

Gen %,: -

terapéutico

p & Vector de #
SN

‘%'\ ' entrega b, v
& 2 e

Jawa Eaas) Paciente L ©OPws Modificacion de las
X > - . %
4 PO T células del paciente
- -
a5 @
-
ol

Células del s
. G " Vector de / Células 7O ors
v

+ L ot -
-« entrega modificadas & » _ * e

¥ \J
“
Entrega directa al Entrega de células
paciente modificadas al paciente
Las células del paciente se modifican Las células modificadas
y se obtiene un efecto terapéutico producen efecto terapéutico

Figura 14. Terapia in vivo y ex vivo *9. A la izquierda se ejemplifica la terapia /n vivo donde
el gen terapéutico después de ser insertado en el vector viral se administra directamente en
elindividuo; en ellado derecho se observa de igual forma el gen terapéutico insertado dentro
del vector viral, pero en esta ocasion es administrado dentro de células cultivadas fuera del
individuo, cuando el vector es internalizado y el gen transferido y expresado dentro de estas
células es administrado al individuo donde se busca el efecto.
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Dependiendo del tipo celular puede ser complicada su administracion

(problemas de compatibilidad, células defectuosas).

Cuadro 35. Comparacion de las rutas de administracion ex vivo e in vivo en

terapia génica '4°

In vivo Ex vivo

Administracion directa. Administraciéon de células basales.
Menos invasivo. Mas invasivo.

Técnicamente mas simple. Técnicamente mas complejo.
Vectores introducidos directamente. No se introducen vectores
El control de seguridad es mas dificil. directamente.

Control reducido de las células Mayor control de la seguridad.
tratadas. Mayor control de las células
Se puede aplicar a un gran numero de tratadas.

enfermedades. Se aplica solo a una pequeina

Mas definitivo (segun el sistema de cantidad de enfermedades.

administracion). Podria ser transitorio.

Dificil de alcanzar algunas Posibilidad de acumulacion de

células/tejidos. mutaciones.

Mayores efectos fuera del objetivo. Especificidad por las células
tratadas.

4. Eleccion del sistemade entrega o vector
La entrega de material genético exdégeno dentro de una célula o tejido no es un
camino recto ni un proceso facil, ya que los organismos tienen diversas
estrategias y barreras para prevenir que esto pase, como se muestra en la
figura 15, existen tres barreras principales que se deben salvar para lograr la
transferencia del material genético. La primera barrera es la permeabilidad de
la membrana, la segunda es la internalizacion selectiva y la tercera es la
entrada al nucleo celular. Estos obstaculos se pueden salvar utilizando técnicas

como la biobalistica, la microinyeccion, el dimetil sulféxido, la electroporacion,
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la lipofeccion con liposomas y la infeccion viral. Las flechas punteadas indican
que el proceso de internalizacion al nucleo no es directo disminuyendo su

eficiencia®®’.

Cationico
DMSO
ropor
Lipofeccion

feccion

biobalistica

1360202309903 ®

==L / Protoplastos, Células sin pared

1a Barrera
Permeabilidad
presencia/ausencia

W va Periplasma

00 Saaaas f s

2a Barrera
Internalizacion
selectiva

"
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—8—8 ) Y
J v N 6/3/ %l@f

,&;:-
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Internalizacion
selectiva

Nucleo u otros genomas Citoplasma

Figura 15. Diferentes formas de introducir material genético extraiio en una célula *9. En el eje
horizontal observamos los diversos métodos para introducir material genético dentro de una célula
cony sin pared celular y en el eje vertical las tres principales barreras que se deben atravesar para
llegar al nucleo y permitir la traduccion del material genético. Las flechas rectas indican la facilidad
de ingreso del material mientras que las flechas punteadas indican que hay mayor dificultad de
penetracion. Un caso particular es la microinyeccion que deposita directamente el gen en el nicleo
celular

Existen dos grandes grupos de sistemas de entrega que son los sistemas
virales y los sistemas no virales.

Para elegir el sistema ideal de entrega se deben considerar estas variables
incluyendo el tamano del gen que buscamos expresar, el efecto esperado, la

toxicidad, seguridad, facilidad de fabricacion, costo, entre otras.

5. Expresiony persistenciade laterapia
Es casi imposible introducir una sola copia del transgén en las células diana por
lo que debemos estar al tanto de los niveles de expresidon de la secuencia del

transgén insertado. Ademas, el numero de copias suele ser diferente entre las
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células diana y los niveles de expresidon aumentados en relacién con las
condiciones basales.

Una terapia génica debe garantizar un control muy estricto y consistente de la
expresion transgénica lo que podria lograrse utilizando promotores regulables.
Un sistema de regulacion de genes adecuado debe mostrar varias
caracteristicas que incluyen una baja expresion basal del transgén, la expresion
debe desencadenarse por la administracién de una molécula y responder a una
amplia gama de dosis, ser especifico al objetivo celular u 6rgano blanco, no
interferir con la expresion genética enddégena y permitir una rapida y efectiva
induccion o represion de expresion transgénica.

Los sistemas de regulacion genética pueden ser categorizados en sistemas
regulados exogenamente: utilizan compuestos exdégenos para regular la
expresion génica y que son los mas utilizados en aplicaciones de terapia
génica. Sistema de regulacion de tetraciclina (Tet) la cual es la mas utilizada
para controlar la expresion génica.

Sistemas controlados endégenos: se basan en estimulos internos para
controlar la expresion transgénica. El promotor es sensible a los parametros y
condiciones fisiologicos, con los niveles de glucosa o la hipoxia. Sin embargo,

esta regulacion endégena es dificil de conseguir.

6. Respuestainmune alaterapia:
La respuesta inmunitaria es un problema en la terapia génica (excepto si el
objetivo es la vacunacion o lisis tumoral), especialmente si se usan vectores
virales°.
En este caso habra que enmascarar a nuestro vector viral o disminuir su
antigenicidad para no llamar la atencion del sistema inmune y evitar asi que el

vector sea eliminado antes de la entrega génica.49
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Construccion de vectores virales

Clonacion

En nuestro caso particular de construccidon de vectores virales practicamente
nos referimos a incrustar genes que deseamos (molécula recombinante) dentro
del genoma de un virus (vector viral) mediante clonacién y nuestro objetivo es
obtener millones de copias del genoma del virus elegido que a su vez contenga
el gen o los genes recombinantes que deseamos para posteriormente pasar a
su purificacion y usarlo con un propdsito ya establecido, para lograr esto nos
ayudamos de varias herramientas moleculares derivadas de procesos
genéticos que la microbiota bacteriana lleva a cabo de forma natural

acompanado de otras técnicas?0.

Para llevar a cabo la clonacién se necesita principalmente de un vector que
puede ser de clonacién o de expresion y de un inserto que puede ser ADN
obtenido de cualquier organismo, puede permanecer como ADN gendmico,
ADN complementario que es, producto de una retro-transcripcion del ARN,

producto de PCR o un ARN obtenido por transcripcién in vitro.

Los vectores de clonacion tienen la finalidad de almacenar secuencias y la
obtencion de grandes cantidades de ADN insertado o de la molécula
recombinante. Para este propoésito se suelen utilizar plasmidos, fagos,

fagémidos, cosmidos y cromosomas artificiales bacterianos o de levadura®°,

Los vectores de expresion son aquellos que buscan producir un transcrito
(ARN) o producir la proteina codificada (proteina recombinante) de esa

secuencia génica, en este caso se utilizan plasmidos, fagos 3° o vectores virales.
El vector debe contar con ciertos elementos basicos (ver figura 16):

Origen de replicaciéon: (ORI) es una secuencia en el ADN del vector que
provee un sitio unico de reconocimiento a las proteinas que identifican el sitio
de inicio de la replicacion. Para esto los plasmidos tienen un solo sitio ORI por

lo que realizan una replicaciéon unidireccional.
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Marcador de seleccidn: es un gen que confiere resistencia a un antibidtico o
genera un fenotipo particular que ayude a identificar a las células que
internalizaron al vector. Los genes de seleccibn mas comunes son ampicilina y

kanamicina, otro marcador es el gen lacZ y el GFP.

Sitio de clonacién multiple: es un fragmento de ADN que contiene una serie
de sitios unicos de reconocimiento para enzimas de restriccion, muy cercanos
entre si y que puede insertar cualquier fragmento de ADN que contenga la
secuencia especifica. Los sitios de restriccion mas comunes presentes en el
sitio de clonacion multiple de muchos vectores son para las enzimas: EcoR |,

Hind lll, BamH |, Xho |, y Kpn I.

Origen de
replicacién (\& Promotor . £—Bam HI
2 :
P 7
_ -~ Hind il & 7 S—Xbal
Xho | . 2
Sitio multiple S_sall
Bam HI  de clonacion et
Xba | Q
™~ Marcador de =
Marcador de ~~ EcoRl seleccion o
seleccion S—Hi
i Coade \_ &—Hind
Poli A N8
Vector de clonacién Vector de Expresion

Figura 16. Estructura general de un vector de clonacion y un vector de expresion ° El
vector de clonacion cuenta con un ORI Origen de replicacion, SMC Sitios multiples de
clonacion mas frecuentes. Amp (ampicilina). El vector de expresion aparte de los
elementos anteriores cuenta con un promotor, IRES Sitio de union ribosomal y PoliA que
es una colade Poli A.

Los vectores de expresion ademas, de los elementos antes mencionados

deben contar con:
Al menos un promotor potente que induce la expresion de un gen.

Secuencias de terminacion de la transcripcion y adicion de la cola de
poliadenilacion para proteger al transcrito de la degradacion de las nucleasas

lo que permitira extender su vida media.

Sitio de unién al ribosoma (IRES) esta es la llamada secuencia Shine-
Dalgarno que precede el codon de inicio AUG para iniciar la traduccion en los

ARNmMm procariotes. Esta secuencia es complementaria con el extremo 3" del
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ARNr 16s cuya hibridacion permite ensamblar la maquinaria de inicio de la

traduccion.

Ejemplos de vectores de expresion pcADN3.1 (ver figura 17), pET161 y
pDEST10.

Figura 17. Mapa genético del plasmido pcDNA3.1. Consta de 5428 a 5427 pb de longitud,
Pcwv Promotor CMV, Promotor Ty/sitio de cebado (la flecha azul indica su ubicacion), SMC
Sitios multiples de clonacion, Sitio de cebado inverso de pcDNA3.1/BGH, F1 Sitio de Origen
de replicacion, Promotor temprano de SV40, Gen de resistencia a neomicina, Sefal de
poliadenilacion temprana de SV40, Origen pUC, Gen de resistencia a ampicilina, Sitio de
union al ribosoma, Promotor bla P3.

Obtenido de: https://www.addgene.org/111456/ Invitrogene

Proceso de clonacion

Para comenzar a construir un vector viral aparte de seleccionar el gen a clonar,
es necesario definir el vector de clonacién que mas nos convenga en el caso
de vectores virales suelen ser los plasmidos, bacteri6fagos, cromosomas
artificiales (BAC) o una combinacién de estos, que en conjunto colaboran para

incrustar el inserto en el genoma del virus.
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Los vectores de clonacidon mas populares son los plasmidos, que son pequefias
moléculas circulares de ADN de manera natural constituyen el material genético
movil de las bacterias que se

replican y permanecen de manera

" Gen de
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otras ademas, de eliminar el ADN
innecesario. Por lo general constan
solo de 2 a 5kb de ADN lo que facilita

_ Aar con cloranfenical el andlisis de los insertos
Figura 18. Mecanismo de clonacion en el

plasmido 3°. Se muestra un plasmido congende incorporados en él y pueden
resistencia al cloranfenicol posteriormente se

corta con enzimas de restriccion y se liga a un transportar hasta 15000pb.

cromosoma artificial (fragmento de ADN)

obteniendo BAC recombinantes, posteriormente  Otros vectores de clonacioén también
se transforma dentro de una célulay se incuba en
un medio de agar con cloranfenicol, las colonias

sobrevivientes seran solo las que hayan capitulo II) que se trataran en su
internalizado el BAC recombinante.

utilizados son los bacteriéfagos (ver

respectivo capitulo y los cromosomas
artificiales bacterias (BAC) o levaduras (YAC) los cuales tienen la capacidad de
aceptar la insercion de fragmentos de ADN de gran tamano(cientos de kilo
pares de bases), se replican como un cromosoma independiente dentro de las
respectivas células (ver figura 18) y son utiles para estudios de mapeo de

cromosomas por su capacidad de almacenar fragmentos de gran tamafno. Un
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BAC es un constructo derivado del plasmido F capaz de regular la distribucion
equitativa de plasmidos después de la divisién bacteriana, acepta insertos de
150 a 350kpb que pueden extenderse hasta 700kpb. Los YAC tienen una
capacidad de clonacién de 100 a 1000kpb.

1. Preparacion del inserto que se vaaclonar
Seleccion de Enzimas de restriccion
Son enzimas que reconocen una secuencia especifica de nucleétidos y corta
en ese punto cada una de las cadenas de ADN, estos cortes pueden ser
cohesivos (escalonados) donde se obtiene una secuencia complementaria de

1 sola cadena o cortes romos (corte liso) (figura 19).

TGN R

Figura 19. Cortes generados por enzimas de restriccion. Corte romo/liso a la izquierda corte
cohesivo/escalonado a la derecha. Grecia Ayala Mondragon (Biorender)

Las enzimas de restriccion se usan para liberar el fragmento de interés de la
molécula de ADN, se prefiere que las enzimas de restriccion tengan el mismo
sitio de corte tanto en el fragmento de interés como en el sitio donde sera
clonado, con el fin de que los extremos generados en el inserto coincidan con

los extremos del vector.

El inserto producto de la digestion enzimatica se purifica y separa de la

molécula de ADN mediante una electroforesis en gel de agarosa.

Se identifica la banda que corresponde al inserto mediante su peso molecular
posteriormente se escinde del gel se extrae y se purifica mediante técnicas

convencionales.

2. Preparacién del vector paralaclonacion
En este caso el plasmido funcionara para nosotros como un primer vector o

vector de clonacion, el cual para unicamente transportara el gen de interés
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hacia una célula hospedera que puede ser una bacteria (E.coli) o una célula

eucariota.

Corte del vector: se corta con las mismas enzimas de restriccion con las que
se digirio el inserto, principalmente se busca generar extremos con secuencias
complementarias a los extremos del inserto a clonar.

Desfosforilacion del vector: para impedir la autoligacion del vector se realiza
usando la fosfatasa alcalina bovina de origen intestinal o la fosfatasa bacteriana
que elimina los grupos fosfato 5 de una cadena de ADN.

Purificacion del vector: consiste en eliminar las particulas de agarosa, restos
de enzimas inactivadas y las sales provenientes de la reaccion de digestion
esto se realiza usando columnas de resinas con alta afinidad al ADN en

presencia de altas concentraciones de sales caotropicas (Figura 20).

1. Blectroforess o8 un Nsarto esonddo con las
enzimas Hina Hll y Xba |

«——— Fragmento sin digenr f 2
|

= Lisis de 13 agarosa

2. Se corta I3 banda del ‘i e - G
| a
v’

Fragmento digerk
- . nserio dgerdo

Q
o

l <.
|
Unin 3 columnas \'

00 del fragrmento k

l ™ Lavados
Sert naco
Elucion

Figura 20. Purificacion del inserto 3°. (1) Electroforesis de un inserto escindido con las
enzimas Hind Il y Xba |, (2) cortar banda del inserto, (3) purificacion del fragmento
digerido, lisis de la agarosa, union a columnas, lavados, elucidn, (4) inserto escindido.

3. Ligacion del inserto y vector
Para ligar al inserto con nuestro vector en este caso el plasmido se requiere

que se formen enlaces fosfodiéster del extremo 5°y residuos hidroxilo 3" este

proceso se lleva a cabo mediante la enzima ligasa usando ATP como fuente de
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energia. Los extremos cohesivos se forman por apareamiento de bases
mientras que los romos solo se sellan (con menor eficacia) para finalmente
formar un ADN recombinante.

4. Preparacion de células competentes
Para que el vector pueda replicarse requiere estar dentro de una célula y para
permitir la entrada del vector esta debe volverse permeable por lo que el primer
paso es volver a las células competentes para aceptar el ingreso del vector.

5. Generacion de células competentes:
Esto puede inducirse mediante procesos, fisicos y quimicos uno de los métodos
mas utilizados es tratar a las bacterias con una solucién de cloruro de calcio
que ayuda a formar poros en la membrana bacteriana y permitir el ingreso del

vector.

Otro método es someter a las bacterias a lavados consecutivos 4 a 5 veces con
una solucion de glicerol al 18%, obtener células libres de iones y proteger a la
membrana del dafio de la electroporacion.

Es importante que las células se encuentren en fase logaritmica de crecimiento
5 x 107 cl/ml.

6. Transformacion celular de labacteria

La transformacion bacteriana es la introduccién de ADN exdgeno, y tiene como
proposito la transformacion celular, es decir, que el material genético se
incorpore de manera extra cromosomica, se transcriba y traduzca empleando

la maquinaria enzimatica de la célula huésped.

La transformacion se refiere a la introduccion de material genético a través de
vectores a las bacterias; si el vector es un virus se le llama transduccion y el
termino transfeccién implica la introduccidon del material genético en células
eucariotas esto puede llevarse a cabo por medio de métodos fisicos o quimicos

los métodos mas comunes son la transformacion quimica y la electroporacion.
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Métodos fisicos:

Electroporacion (mas eficiente): usado en plasmidos grandes, y células
eucariotas, se aplican descargas eléctricas en forma de pulsos breves
de alto voltaje consiguiendo la apertura de poros.

Transfeccion: vectores de tipo virico que siguen una via natural de
infeccion introduciendo a una célula (bacteria) huésped su ADN.
Lipofeccion: se usan liposomas que tienen la facilidad de fusionarse en
la membrana celular y liberar su contenido en el interior.

Microinyeccion: se emplea cuando se requiere mayor contenido de ADN.
Biolistica: usa pistolas de genes con las cuales se bombardea a las

células con microesferas recubiertas con ADN recombinante.

Métodos o transformacidén quimica

7.

Politilenglicol que aumenta la permeabilidad de la membrana.
Incubacion en cloruro de calcio:

Las células bacterianas y el ADN plasmidico se incuban en una solucién
hipoténica de cloruro de calcio mientras se les aplica un choque térmico
(42°C por 90s) para incrementa la permeabilidad de la membrana y
permitir que el plasmido pueda entrar a la bacteria. Posteriormente se
adiciona medio LB para nutrir a las células bacterianas y hacer que se
repliquen. Al final se siembran en agar con antibi6tico (que contenga el
plasmido) se incuba y se obtienen las colonias resistentes al antibiético
que contienen el vector recombinante, esto se observara gracias al

marcador de seleccion incluido en el plasmido.

Identificacion de las colonias celulares que contienen el vector
recombinante

Para identificar las bacterias transformadas se utilizan marcadores de seleccion

proporcionados por los vectores de clonacion (plasmido). Los mas utilizados

son los genes de resistencia antibioticos: ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol

y kanamicina. Después de la transformacion las bacterias se siembran en cajas

de Petri con agar suplementado con el antibi6tico para el cual el plasmido es

resistente. Si la transformacidén es exitosa las bacterias seran capaces de
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metabolizar el antibidtico y sobreviviran lo que indicara que incorporaron
exitosamente el vector.

Todo el proceso de clonacion se resume en la figura 21.

1. Fragmentacion enzimatica Vector de clonacion
del gen a clonar

¥ &

ADN fuenie e ———

S

\ 2. Linearizacion enzimatica

del vector
/ ADN del vector

Inserto de ADN ‘ % l |

3. Unién del vector de clonacion
y el inserto de ADNcc
del bacteriéfago T4
4. Preparacién de células
competentes

ADN recombinante

5y 6. Transformacion y l Bacteria E. colk
seleccion de la clona P

%50

Produccion de Ia proteina l \ Almacenar ADN

\b O) cooo>

Medio LB con agar
+ Ampicilina

Figura 21. Estrategia de clonacion general 3°. (1) se corta el fragmento de ADN a
clonar con enzimas de restriccion al igual que el vector de clonacion (2) estos
posteriormente se ligan (3). (4) se preparan células competentes en este caso
Escherichia coli (5) y (6) ocurre la transformacion y seleccion de la clona
recombinante, asi como la produccidon de la proteina que codifica para el gen
clonado, estos son cultivados en medio LB con agar y ampicilina.
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