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RESUMEN

Recientemente han surgido epidemias de poliomielitis paralitica ocasionadas por poliovirus
derivados de la vacuna oral contra la polio circulantes (PVDVc). Lo anterior se debe a que los
poliovirus atenuados de la vacuna oral contra la polio (VOP) recuperan la capacidad de
transmitirse y de causar parélisis mediante reversion y recombinacion. En este trabajo se propone
la construccién y prueba de una vacuna génica o de ADN en contra de la poliomiglitis. Al igual que
la VOP, una vacuna de ADN, podria inducir una respuesta inmune protectora en contra del
poliovirus, pero a diferencia de la VOP, no conllevaria el riesgo de reversion del virus. Se
construyeron dos vacunas de ADN, la primera, denominada vADN1-PV, consistié en un plasmido
con los cuatro genes que codifican las proteinas de la cépside. La segunda, denominada vADN2-
PV, consistié en un conjunto de cuatro plasmidos, donde cada plasmido contenia uno de los genes
que codifican las proteinas de la capside. La expresién de las proteinas codificadas por los genes
contenidos en las vacunas fue evaluada mediante inmunocitoquimica, western blot, radio-
inmunoprecipitacion y el uso de la proteina verde fluorescente como gen reportero. Los resultados
sugieren que el plasmido que constituye la VADN1-PV expresé poliproteinas no procesadas y que
cada uno de los plasmidos que constituyen la VADN2-PV expresé indirectamente cada una de las
proteinas de la capside. La capacidad de las vacunas de inducir una respuesta inmune protectora
fue evaluada en ratones transgénicos para el receptor humano del poliovirus. Se observo que
ninguna de las vacuna de ADN protegié en contra de una infeccion letal de poliovirus silvestre tipo
1. Los ratones vacunados generaron anticuerpos con capacidad neutralizante in vitro, como se
observé en los ensayos de neutralizacion. Los niveles de anticuerpos neutralizantes en los ratones
vacunados con la vVADN2-PV fueron mas altos que los observados en los ratones vacunados con
la VADN1-PV.



INTRODUCCION

. Poliomielitis.

La poliomielitis, también llamada polio, es una enfermedad paralitica que afecta principaimente
a la poblacion infantil. EI nombre “poliomielitis” proviene de las raices griegas “polios” que significa
gris y “myelos" que significa médula. La caracteristica principal de la enfermedad es la destruccion
de las neuronas motoras que constituyen la materia gris de la médula espinal (Minor 1999).

La poliomielitis es una enfermedad infecciosa causada por el poliovirus. Este ingresa al
individuo por via oral a través de material contaminado que viaja al tracto gastrointestinal. Ahi, el
virus se replica, primero, en las placas de Peyer y después, en los nédulos linfaticos
mesentéricos. Posteriormente, el virus ingresa al torrente sanguineo, genera viremia, cruza la
barrera hematoencefalica e invade el sistema nervioso central (SNC). Finalmente, el poliovirus se
replica en las neuronas motoras y las destruye (Minor 1999).

La poliomielitis se clasifica en base a la severidad del cuadro clinico en: infeccién subclinica,
infeccién abortiva y poliomielitis paralitica. La infeccion subclinica constituye del 91% al 96% de
las infecciones y se caracteriza por ser asintomatica. La infeccion abortiva constituye del 4% al 8%
de las infecciones y se caracteriza por sintomas semejantes a los ocasionados por influenza. La
poliomielitis paralitica constituye del 0.1% al 1% de las infecciones y se caracteriza por dolor
muscular, pérdida de reflejos superficiales, incremento de reflejos en los tendones, espasmos
musculares en piernas y en espalda y paralisis asimétrica en los miembros motores inferiores
(Strebel et al., 1992).

Il. Poliovirus.

El agente etioldgico de la poliomielitis es el poliovirus. Este pertenece a la familia
Picornaviridae, al género de los enterovirus. El poliovirus es un virus icosahédrico, no envuelto,
con un diametro de ~30 nm. El genoma viral consiste en una cadena sencilla de RNA de
polaridad positiva con una longitud de ~7.5 kb que contiene regiones no traducidas en los
extremos 3'y 5.” El extremo 3’ contiene una cola de poli (A) de 70 a 100 nucleotidos. El extremo &'

esta conservado en todos los enterovirus, contiene sitios internos de unién a ribosoma (IRES) y



contiene un nico marco abierto de lectura que codifica una poliproteina de 247 kDa (Howley et
al., 2001).

La poliproteina es procesada cotraduccionalmente por proteasas virales en 3 regiones, P1, P2
y P3. La regién P1 codifica las proteinas de la capside VP1 (33 kDa) y VP3 (26 kDa) y el
polipéptido VPO (37.4 kDa). Posteriormente, el polipéptido VPO es procesado en las proteinas de
la capside VP2 (30 kDa) y VP4 (7.4 kDa). Las regiones P2 y P3 codifican proteinas no
estructurales involucradas en el procesamiento de {a poliproteina viral: 2Apr, 3Cpro, 3CDP y en |a
replicacion del genoma viral: 2B, 2C, 3AB, 3BVPs, 3CDrro, 3Dro! (Figura 1) (Flint et al., 2000).
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Figura 1. Organizacion del genoma de poliovirus. El genoma de poliovirus consiste en una cadena sencilia de RNA de polaridad
positiva con una longitud de ~7.5 kb con regiones no traducidas (RNT) en los extremos 5’ y 3'. EI genoma viral contiene un dnico
marco abierto de lectura que codifica una poliproteina de 247 kDa. Esta es procesada cotraduccionalmente por proteasas virales en
las regiones P1, P2 y P3. La region P1 codifica las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4 y las regiones P2 y P3 codifican
las proteinas no estructurales 28, 2C, 3AB, 3BYP9, 3CD#e, 3Drd (Howley et al., 2001).

Las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4, constituyen la cipside que consiste en 60
copias de cada una de ellas. VP1, VP2 y VP3 se localizan en la superficie de la capside, mientras
que VP4 se localiza en la parte intera de la capside. VP1, VP2 y VP3 se unen entre si para
formar protémeros. Estos son la unidad estructural del poliovirus a partir de la cual se forman las
subunidades que constituyen la capside.

La proteasa viral 3CDP® procesa la region P1 en las proteinas VP3 y VP1 y en el polipéptido
VPQ que consiste en las proteinas VP4 y VP2 no procesadas. VP0, VP3 y VP1 se ensamblan

espontaneamente en protdmeros de 5 S. Los protdmeros se ensamblan entre si



espontaneamente y forman pentameros de 14 S que a la vez se ensamblan entre si
espontaneamente y forman capsides vacias de 80 S. EI genoma viral se inserta en las capsides
vacias y forma el provirién de 150 S. El polipéptido VPO es procesado en las proteinas VP2 y VP4

para producir el virion de poliovirus de 160 S (Howley et al., 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Morfogénesis de la capside. La proteasa viral 3CD#™ procesa la region P1 en las proteinas VP3 y VP1 y en el polipéptido
VPO gue se ensamblan de manera consecutiva en protémeros (5 S), pentdmeros (14 S) y capsides vacias (80 S). Posteriormente, el
genoma viral se inserta en las capsides vacias y forma el provirién (150 S). Finalmente, el polipéptido VPO es procesado en las

proteinas VP2 y VP4 para producir el virién de poliovirus (160 S) (Howley et al., 2001).

Se ha estudiado el ensamblaje de las proteinas de la capside de poliovirus in vitro utilizando
virus de vaccinia y baculovirus recombinantes (Ansardi et al., 1991, Brautigam et al., 1993). En
ambos casos, la expresion de las proteinas de la capside procesadas fue detectada mediante
inmunoprecipitacion con suero anti-poliovirus a partir de proteinas totales de células infectadas.

También, se demostré en ambos casos que las proteinas de cépside son procesadas al igual que



en una infeccion por poliovirus para su posterior autoensamblaje en capsides vacias. Sin
embargo, en el caso del sistema de baculovirus los niveles de expresion detectados previo al
autoensamblaje de las proteinas fueron muy bajos y las proteinas tuvieron una vida media mayor
a una hora (Brautigam et al., 1993).

El peso molecular de las proteinas virales inmunoprecipitadas observado en geles de SDS-
PAGE varia ligeramente con respecto a los pesos moleculares originales. Cabe mencionar que la
proteina VP4 no es inmunoprecipitada individuaimente, sino como parte del polipéptido VPO
(Ansardi et al., 1991 y 1995).

Las secuencias de VP1, VP2 y VP3 no son homoblogas, sin embargo, las tres proteinas tienen
la misma topologia: forman dominios compuestos por dos hojas antiparalelas B-plegadas que
proporcionan densidad v rigidez a la capside. Las hojas forman una estructura semejante a una
cufia con dobleces que conecta las cadenas de las tres proteinas. Los dobleces sobresalen de la
superficie de la particula viral y le dan a cada subunidad de la capside una morfologia
caracteristica y distintas propiedades antigénicas (Howley et al., 2001).

Los sitios antigénicos del poliovirus estan localizados en los dobleces que decoran las
proteinas VP1, VP2 y VP3. Consecuentemente, conforman epitopes conformacionales que
constituyen el blanco de los anticuerpos neutralizantes (Tabla 1) (Herremans et al., 2000).

Los sitios antigénicos fueron identificados mediante el aislamiento y la caractenizacion de
poliovirus mutantes resistentes a la neutralizacién por suero antipoliovirus y mediante el mapeo de
epitopes con anticuerpos neutralizantes monoclonales. Los poliovirus mutantes fueron
seleccionados mediante ensayos de formacion de placa en presencia de suero anti-poliovirus. Los
poliovirus mutantes fueron aislados y crecidos a partir de las placas formadas. Posteriormente, el
material gendmico de los poliovirus crecidos fue extraido y secuenciado. Los epitopes resistentes
a la neutralizacion fueron identificados mediante ensayos de neutralizacion utilizando anticuerpos
monoclonales. Los poliovirus resistentes a la neutralizacién fueron aislados y crecidos para la

posterior obtencion y secuenciacién de su genoma viral (Minor et al., 1986).



Tabla 1. Sitios antigénicos del poliovirus determinados a partir de poliovirus atenuados.

Sitio antigénico Proteina estructural | Residuos de aminoécidos Propiedades
- Inmunorecesivo en serotipo 1
N-Ag | VP1 89-100 - Inmunodominante en serotipos 2 y 3
- Sensible a tripsina intestinal en serotipo 1y 3
NAgl N-Ag IA VP1 220-222 - Presente en serotipo 1
N-AglIB VP2 169-170 - Presente en serotipos 1y 3
N-Ag A VP 286.290 - Presente en serotipo 3
- No es inmunogénico en serotipo 1
N-Ag Il - Presente en serotipos 1y 3
N-Ag lIB VP3 58-59 - Inmunodominante en sero tipo 1
- Involucrado en la respuesta inmune en mucosas

Hememans et al., 2000

[ll. Vacunas contra la polio.

Actualimente existen dos vacunas efectivas contra la poliomielitis que han reducido

notablemente |a incidencia de la enfermedad a nivel mundial: la vacuna inactivada (VIP), creada

por Jonas Salk en 1955 y la vacuna atenuada, creada por Albert Sabin en 1962 (Blume et al,,

2000) (Figura 3).
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Figura 3. Incidencia de la poliomielitis después de la infroduccion de la vacuna inactivada contra la polio (VIP) y la vacuna oral

contra la polio (VOP). La gréfica muestra la disminucion en la incidencia de la poliomielitis a partir de la introduccion de fa VIP en

1955 y la introduccion de la VOP en 1962. Los casos fueron registrados de 1951 a 1979 por cada 100 000 personas en la poblacion

estadounidense (Minor 1999).




Ambas vacunas son trivalentes, contienen una cepa silvestre representativa de cada uno de
los tres serotipos de poliovirus: Mahoney para el tipo 1, MEF-1 para el tipo 2 y Saukett para el tipo
3 (Sabin et al., 1973). De esta manera, se favorece la generacién de una respuesta inmune

protectora de por vida en contra del poliovirus en los individuos vacunados.

Vacuna inactivada contra la polio.

La vacuna inactivada contra la polio (VIP) estd compuesta por poliovirus inactivados con
formaldehido que son administrados por via subcutanea. Los poliovirus inactivados (antigeno C)
son virus cuya estructura antigénica nativa (antigeno D) ha sido modificada parcialmente con
formaldehido (Martin et al., 2003). Los poliovirus inactivados ingresan al torrente sanguineo del
individuo y éste genera anticuerpos neutralizantes circulantes en contra del poliovirus. Cuando un
individuo vacunado con la VIP es infectado con poliovirus silvestre, los anticuerpos circulantes
previamente generados en contra del poliovirus inactivado neutralizan al poliovirus silvestre y
evitan que entre al SNC. Sin embargo, los anticuerpos circulantes no neutralizan al poliovirus
presente en el tracto gastrointestinal, por lo que los virus son excretados al ambiente (Buisman
2000).

Vacuna atenuada contra la polio.

La vacuna atenuada contra la polio, mejor conocida como vacuna oral contra la polio (VOP),
consiste en poliovirus atenuados por pases consecutivos en cultivos celulares (Sabin et al., 1973).
Los poliovirus atenuados son virus con mutaciones en la regién no traducida del extremo 5§’ del
genoma viral y en las proteinas de la capside. Las mutaciones alteran la estabilidad de los IRES y

por lo tanto, alteran la eficiencia de traduccion del ARN mensajero viral (Minor 1992) (Tabla 2).



Tabla 2. Mutaciones de poliovirus atenuados utilizados en lavacuna oral contra la polio (VOP).

Mutaciones
Virus
{localizacién/ nucleétido)
5'RNT (480)
S VP1(11086, 1134)
Poliovirus tipo 1
VP3 (3225)
VP4 (4065)
. 5' RNT (481)
Poliovirus tipo 2
VP1(1143)
o 5 RNT (472)
Poliovirus tipo 3
VP3(3091)
Flint et al., 2000

Los poliovirus atenuados de la VOP ingresan al individuo por via oral y se replican en el tracto
gastrointestinal del individuo vacunado. Los poliovirus generados por la replicacién de los
poliovirus de la VOP reciben el nombre de poliovirus atenuados derivados de la VOP (PVDV).
Estos son excretados de uno a dos meses después de la vacunacion (Alexander et al., 1997). Los
PVDV excretados infectan a otros individuos, quienes generan una respuesta inmune protectora
en contra del poliovirus. De esta manera, la VOP vacuna indirectamente a otros individuos que no
estan vacunados.

El individuo vacunado genera una respuesta inmune protectora que consiste en anticuerpos
neutralizantes circulantes y secretores en contra del poliovirus. Cuando un individuo vacunado
con la VOP es infectado con poliovirus silvestre, los anticuerpos circulantes, localizados en el
suero, neutralizan al poliovirus presente en el torrente sanguineo y evitan que entre al SNC. Los
anticuerpos secretores, localizados en las mucosas gastrointestinales, neutralizan al poliovirus
presente en el tracto gastrointestinal y evitan que el virus sea excretado al ambiente (WHO 1993).
Ademas, los PVDV compiten contra los poliovirus silvestres presentes en el tracto gastrointestinal
del individuo vacunado (Alexander et al., 1997).

Los poliovirus atenuados no producen paralisis, sin embargo, algunos individuos desarrollan
poliomielitis paralitica asociada a la VOP (PPAV). El riesgo de PPAV es muy bajo, ocurre con una
frecuencia de un caso en 2.5 x 108 primeras dosis de la VOP (Strebel et al., 1992). No obstante, la
VOP no debe ser administrada a individuos inmunocomprometidos ya que pueden desarrollar

poliomielitis paralitica (Chitsike et al., 1999).



IV. Erradicacion.

En 1988 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) decidié erradicar la poliomielitis para el
afio 2000. La erradicacion consiste en eliminar al poliovirus y en detener la incidencia de la polio
mediante una campafia mundial de vacunacién con la VOP. El programa de vacunacion consiste
en una dosis de la VOP alos 3, 5y 7 meses de edad y una dosis de refuerzo a los 4 6 6 afios de
edad durante los dias nacionales de inmunizacion.

Actualmente, la polio ha sido erradicada en el continente americano, en el continente
europeo y en la regién oriental del continente asiatico. No obstante, el poliovirus silvestre aun
circula en algunos paises de Africa y Asia (WHO 2003). Hoy en dia, la OMS ha cambiado la fecha
de erradicacion de la polio al afio 2005 debido a problemas en el presupuesto, en la eficacia de

las campafias de vacunacion y a un nuevo problema, los poliovirus derivados de la VOP (PVDV).

V. Poliovirus derivados de la vacuna oral contra la polio.

La frecuencia de mutacion del poliovirus es alta, es ~104 mutaciones por par de bases por
ciclo replicativo {Wells et al., 2001). Los poliovirus atenuados de la VOP se replican en el tracto
gastrointestinal de los individuos vacunados y generan PVDV. Estos mutan rapidamente y tienden
a eliminar las mutaciones responsables de la atenuacion (Minor et al., 1988). Los PVDV divergen
> 1% en la secuencia de la proteina VP1 de las cepas atenuadas. Los PVDV se dividen en dos
grupos que se describen a continuacién (Martin et al., 2000).

El primer grupo consiste en PVDV provenientes de individuos inmunocomprometidos (PVDVi).
Los PVDVi consisten en PVDV que se replican durante largos periodos en individuos
inmunocomprometidos. La ausencia de una respuesta inmune y los largos periodos de
replicacién, hasta por 10 afios, favorecen la acumulacién de mutaciones y la reversion del
poliovirus a formas neurovirulentas (Kew et al., 1998, Yoneyama et al.,, 2001). Actualmente no
existe evidencia de la transmisién de PVDVi al resto de la poblacion (Wood et al., 2000).

El segundo grupo consiste en PVDV circulantes (PVDVc). Los PVDVc circulan durante largos
periodos, desde 1 hasta 10 afos, en poblaciones donde la inmunidad contra el poliovirus es
deficiente (Kew et al., 2004). La inmunidad deficiente y el uso inadecuado de la VOP favorecen la
generacion y la circulacién de los PVDVce. En la actualidad, se han reportado epidemias de

poliomielitis paralitica ocasionadas por la VOP.



Epidemias causadas por PVDVc.

Los PVDV adquieren dos caracteristicas importantes durante su evolucién en el tracto
gastrointestinal de los individuos vacunados: la capacidad de causar paralisis y la capacidad de
transmitirse. Lo anterior se conoce desde la creacion de la VOP (Minor 1999), sin embargo, no
habia ocasionado problemas hasta recientemente. Anteriormente, se creia que todas las
epidemias de poliomielitis paralitica eran causadas por poliovirus silvestres. No obstante, en los
Gitimos afios se han reportado epidemias de poliomielitis paralitica causadas por los PVDVc
(Tabla 3).

Tabla 3. Epidemias causadas por PVDVc recombinantes.

Numero de casos de

Pais o . Poblacion vacunada | Serotipo viral | Divergencia con VP1!| Duracién
poliomielitis paralitica

Madagascar 4 <50% 2 ~2% 2001-2002

Filipinas 2 ~80% 1 ~3% 2001
Haiti y Republica
o 2 ~30% 1 ~2% 2000-2001
Dominicana
China 26 No hay datos. 2 ~1% 1997-2001
Egipto 30 No hay datos. 2 ~3% 1988-1993

1 Divergencia en la secuencia de VP1 de los PYDVc con VP1 de las cepas atenuadas.

El factor critico en las epidemias causadas por PVDVc es fa falta de inmunidad de la poblacion
en contra del poliovirus, ya sea por la falta de inmunizacion con la VOP o por la eliminacién previa
del poliovirus silvestre. Todas las epidemias han sido causadas por PVDVc recombinantes. En
una infeccién por poliovirus, aproximadamente del 10% al 20% de los genomas virales de los
distintos serotipos de poliovirus recombinan entre si (Jarvis et al., 1992, Howley et al., 2001). Sin
embargo, se ha reportado que el poliovirus también recombina con ofros enterovirus presentes en
el tracto gastrointestinal de los individuos vacunados. Algunos individuos estan infectados con
otros enterovirus al momento de recibir la VOP, por lo tanto, los PVDV generados recombinan con
los enterovirus presentes en el tracto gastrointestinal. La recombinacién es un mecanismo que le
permite a los PVDV adquirir varios cambios rapidamente mediante el intercambio de partes del
genoma viral, por ejemplo, la eliminaciéon de las mutaciones atenuantes. No obstante, la

recombinacion no es un evento obligatorio en la reversion de los PVDVc a formas neurovirulentas.



La primera epidemia reportada que fue causada por PVDVc ocurrié en Haiti y Repdblica
Dominicana. El PVDVc responsable de la epidemia evolucioné rapidamente y generé dos cepas
distintas de PVDVc. Ambas cepas contenian mutaciones responsables de la reversion del
poliovirus a la forma neurovirulenta. Ademas, el extremo 3' provenia de ofros enterovirus (Kew et
al., 2002). La inmunidad de la poblacién contra el poliovirus silvestre tipo 1 era baja ya que éste
habia sido erradicado en la regidn desde 1994. Asimismo, el porcentaje de la poblacién vacunada
con la VOP en el area afectada era muy baja, ~30% (Kew et al., 2004).

A diferencia de la epidemia anterior, la epidemia en Filipinas ocurrié en una poblacion donde el
porcentaje de la poblacion vacunada con la VOP era muy alto, ~80% (CDC 2002). Sin embargo,
en los afios anteriores a la epidemia, la inmunidad en contra del poliovirus habia disminuido
debido a escasez de la VOP. Lo anterior favorecio la generacion del PVDVc que ocasiond la
epidemia (Kew et al., 2004).

En Madagascar, los PVDVc que ocasionaron la epidemia fueron dos cepas distintas de PVDVc
que surgieron independientemente en poblaciones donde la inmunidad en contra del poliovirus
era baja (Kew et al.,, 2004). En este caso, €l porcentaje de la poblacion vacunada con la VOP del
area afectada era baja, ~50% (Rousset et al., 2003).

En el caso de Egipto, el PVDVc responsable de la epidemia no sélo causé poliomielitis
paralitica, sino que reemplazé al poliovirus silvestre endémico y circuld en la poblacion por 10
afios (Yang et al., 2003). Lo anterior demuestra que los PVDVc pueden circular indefinidamente
en lugares donde la inmunidad en contra del poliovirus es constantemente baja (Kew et al., 2004).

Actualmente, el numero de epidemias causadas por PVDVc continia en aumento. La Gltima
epidemia reportada ocurrié en China (Chiba et al., 2003). También, estudios retrospectivos han
demostrado que los PVDVc han ocasionado epidemias en el pasado. Anes, éstas habian sido
atribuidas a poliovirus silvestres, como fue el caso de Rusia, Egipto, Rumania, Bielorrusia,
Finlandia y Polonia, pero el reciente analisis molecular de los poliovirus ha demostrado que los
PVDVc fueron los responsables de las epidemias (Cherkasova et al., 2002, Yang et al., 2003,
Georgescu et al., 1997, Korotkova et al., 2003, Hovi et al., 1986, Poyry et al., 1990, Martin et al.,
2000) (Tabla 4).



Tabla 4. Epidemias posiblemente causadas por PVDVc.

Pais Numero de casos de poliomielitis paralitica Serotipo viral Duracién
Rusia 1 1 1999
Finlandia 9 3 1984-1985

Rumania 6 1 1980
Polonia No hay datos 3 1968
Bielorrusia No hay datos 2 1963-1966

Control de las epidemias.

En todas las epidemias causadas por PVDVc se han reportado casos de poliomielitis paralitica
en individuos que han recibido el esquema de vacunacion completo de la VOP. Sin embargo, aliin
no se han llevado a cabo estudios para determinar a que se debe la falta de inmunidad en estos
individuos. En parte, se ha demostrado que las propiedades antigénicas de los PVDVc son méas
parecidas a las de los poliovirus silvestres que a las cepas atenuadas de las que derivan (Kew et
al., 2004). Lo anterior sugiere que las propiedades antigénicas de los PVDVc cambian durante su
circulacién y que la inmunidad conferida por la VOP no siempre es suficiente para proteger en
contra de la parélisis causada por los PVDV¢ (Nomoto et al., 2002).

Las epidemias son controladas con la administracion masiva de la VOP en periodos muy
cortos, pero la estrategia anterior genera un circulo vicioso, como se describe a continuacion. Los
poliovirus atenuados de la VOP generan PVDV y éstos, en las condiciones adecuadas, pueden
convertirse en PVDVc y asi ocasionar, riue‘vamente, epidemias. Por lo tanto, es probable que la
mayoria de los casos de polio, de ahora en adelante, estén asociados a PVDV, lo cual altera la
relacion riesgo-beneficio de fa VOP (Kew et al., 2004).

Actualmente, la OMS ha replanteado la estrategia de erradicacion de |a polio y ha indicado que
la administracién de la VOP debe ser detenida inmediatamente después de la eliminacion de los
poliovirus silvestres (WHO 2003). No obstante, se han propuesto distintas estrategias a seguir
para suspender el uso de la VOP.

La primera estrategia consiste en continuar vacunando con la VOP, pero incluyendo una dosis
de la VOP al nacimiento en paises donde la polio atn es endémica (WHO 2003). Sin embargo, el
100% de la poblacion debe estar vacunada para evitar la generacion de PVDVc. Asimismo,
vacunar al 100% de la poblacion es un objetivo dificil de alcanzar con las campafias de

erradicacion que existen actuaimente.



La segunda propuesta consiste en vacunar con la VIP en regiones libres de polio. La OMS no
favorece esta estrategia que consiste en utilizar la VIP para evitar la generacion de PVDVc y para
evitar los casos de PPAV. No obstante, la VIP no siempre confiere proteccion en contra de los
PVDVc, como se observo en las epidemias de Finlandia (Hovi et al., 1986, Poyry et al., 1990) y de
Polonia (Martin et al., 2003). Asimismo, el costo de produccién y de administracién de la VIP no es
costeable para la mayoria de las naciones. No obstante, algunos paises industrializados libres de
polio utilizan anicamente la VIP. El programa de vacunacion consiste en una dosis de la VIP a los
2,4y 6 meses de edad y una dosis de refuerzo a los 4 0 6 afios de edad (WHO 2003).

La tercera propuesta consiste en mejorar la eficacia de la VIP y en la generacion de nuevas
estrategias de vacunacion contra la poliomielitis. La mejora de la VIP consiste en reducir su costo
y en incrementar la proteccion inducida en contra de los PVDV (Korotkova et al., 2003). La
generacion de nuevas estrategias de vacunacion consiste en la generacion de vacunas que no
sean infecciosas, con el fin de eliminar la generacién de PVDVc. Sin embargo, se han propuesto
pocas alternativas y solamente una ha sido probada directamente con el poliovirus.

Una de las alternativas propuestas es una vacuna basada en bacterias entéricas no
patogénicas que expresen proteinas virales. Las proteinas virales pueden estar codificadas en el
ADN bacteriano y pueden ser expresadas en la superficie de la bacteria o pueden ser secretadas
(Korotkova et al., 2003). Ofra alternativa consiste en una vacuna basada en capsides vacias de
poliovirus (Ansardi et al., 1991 y Brautigam et al., 1993) o en procapsides. Las ultimas consisten
en el antigeno N de poliovirus (Rombaut et al., 1997). No obstante, los estudios solamente se han
llevado a cabo in vitro utilizando como sistemas de expresién baculovirus recombinantes en
células de insecto (Brautigam et al., 1993), virus de vaccinia recombinantes en células de
mamifero (Ansardi et al., 1991) y S. cerevisiae (Rombaut et al., 1997). Solamente en el Gltimo
caso se ha analizado la estructura antigénica de las particulas in vitro. Ademas, a pesar de que se
examiné la generacion de anticuerpos protectores en contra del antigeno N, no se analizb la

capacidad protectora conferida por los proviriones in vivo (Rombaut et al., 1997).

VI. Vacunas de ADN.
Las vacunas de ADN consisten en un gen o genes que codifican un antigeno de interés

clonados en un vector de expresion en células de mamifero. El vector de expresion es un



plasmido de ADN de doble cadena de origen bacteriano con las siguientes caracteristicas: un
origen de repficacion para su replicacion en bacterias, genes de resistencia a antibitticos para su
seleccion en cultivos bacterianos, un sitio de clonacion localizado rio abajo del promotor
eucaribtico para la insercién de los genes de interés en el vector, un promotor eucaniético para la
expresién de los genes clonados en células de mamifero y secuencias de poliadenilacién para
estabilizar los transcritos de ARN mensajero (Gurunathan et al., 2000).

Las vacunas de ADN permiten manipular facilmente, mediante tecnologia de ADN
recombinante, los genes que codifican los antigenos de interés con el fin de crear vacunas mas
especificas y eficaces en contra de distintos patégenos. La inoculacion de un vector de expresion
que contiene un gen o genes que codifican un antigeno de interés recibe el nombre de
vacunacién o inmunizacién por ADN. Las \)acunas de ADN son capaces de generar una respuesta
inmune protectora en los individuos vacunados. Los plasmidos de origen bacteriano utilizados en
las vacunas de ADN no generan por si solos una respuesta inmune en el hospedero, pero
contienen islas CpG que ejercen un efecto adyuvante. Las vacunas de ADN también pueden

generar una respuesta inmune adaptativa humoral y celular (Liu 2003) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de generacion de |a respuesta inmune humoral y celular por las vacunas de ADN. Una célula presentadora
de antigeno profesional es transfectada con la vacuna de ADN. (1) Dentro de la célula, el vector expresa los antigenos protéicos
codificados y éstos son procesados por la via endégena. Las proteinas son procesadas por el proteosoma en péptidos que se
asocian con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad | (MHC 1) sintetizadas en el reticulo endoplasmico. Los complejos
MHC |-péptido son Iransportados a la superficie celular y son presentados, junto con moléculas coestimuladoras, a células T CD8+
citotéxicas. Estas reconocen el antigeno presentado por el MHC | mediante el receptor de células T (TCR) y activan las funciones
citotéxicas de la célula. Las proteinas expresadas en el interior de las células transfectadas son liberadas al medio extracelular y
actdan como antigenos exbgenos. Las células presentadoras de antigeno profesionales intemalizan el antigeno exdgeno y lo
procesan por la via exdgena. La proteina es degradada por via endolisosomal en péptidos que se asocian con el complejo mayor de
histocompatibilidad clase il (MHC 11). Los complejos MHC II-péptidos son transportados a la superficie celular y son presentados a
células T CD4+ ayudadoras. Estas reconocen el antigeno presentado por el MHC Il mediante el TCR y producen distintas citocinas.
Las citocinas tienen diversas funciones, favorecen la actividad citotéxica de las células T (Tht) o favorecen ta respuesta inmune
humoral (Th2). (2) Las células B también reconocen el antigeno liberado por las células presentadoras de antlgeno mediante el
receptor de células B (BCR). Las células B se activan y generan anticuerpos en contra del antigeno. (3) En algunos casos, los
antigenos procesados por via exégena son presentados en moléculas del MHC 1. El proceso antenor recibe el nombre de
presentacién cruzada. De esta manera, se genera una respuesta citotoxica en contra de antigenos exogenos. Sin embargo, el

proceso mediante el cual se lleva a cabo la presentacion ¢ruzada alin se desconoce.



A continuacién, se describen las ventajas y desventajas de las vacunas de ADN sobre las

vacunas atenuadas e inactivadas (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis comparativo de las vacunas de ADN, vacunas atenuadas y vacunas inactivadas.

Vacunas de ADN Vacunas atenuadas Vacunas inactivadas
Infeccion Simulan fa infeccion natural | Simulan fa infeccion natural | No simulan la infeccion natural
Conformacién antigénica Nativa Nativa No nativa
Reversion Imposible Posible imposible
Respuesta Inmune
Humoral Células B e+ + e+
Celular CD4* +++Th1,Th2s -~ +-Th1 +-Th1
cD8* +—+ . .
Presentacion de antigeno MHC clase I y Il MHC clase I y I MHC clase I y 1l
Memoria inmune
Humorat Raad Lt At
Celular +—+ e +-
Seguridad D ++e .
2 Respuesta Th1 o Th2 inducida dependiendo de la via de administracion.
b Informacién obtenida de estudios clinicos fase |.
¢ En las condiciones adecuadas pueden revertir a la forma virulenta.

Modificado de Gurunathan et al., 2000

Al igual que las vacunas atenuadas y a diferencia de las vacunas inactivadas, las vacunas de
ADN simulan una infeccion natural ya que producen y procesan los antigenos activamente. El
procesamiento activo de los antigenos favorece la generacion de una respuesta inmune humoral y
celular. En cambio, en las vacunas inactivadas, los antigenos no son procesados activamente, por
lo que solamente se favorece la generacion de una respuesta inmune humoral. Al igual que las
vacunas atenuadas, los antigenos codificados en las vacunas de ADN normalmente se expresan
en su conformacién nativa. En cambio, el proceso utilizado para inactivar al patdgeno durante la
generacion de las vacunas inactivadas, altera su conformacién antigénica nativa. Al igual que las
vacunas inactivadas y a diferencia de las vacunas atenuadas, las vacunas de ADN son estables y
no son infecciosas, por lo tanto no presentan el riesgo de reversion a la forma virulenta del
patogeno. Al igual que las vacunas atenuadas e inactivadas, las vacunas de ADN tienen una vida

media que permite la generacion de una memoria inmunologica. También, los avances en la
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administracién de las vacunas de ADN han permitido modificar y dirigir la respuesta inmune del
individuo vacunado de acuerdo al tipo de respuesta inmune requerida (Gurunathan et al., 2000).

Las vacunas de ADN presentan algunos riesgos como la integracion de los genes de la vacuna
de ADN al genoma del individuo vacunado, la generacion de autoinmunidad y la generacion de
estados de tolerancia. La probabilidad de que los eventos anteriores sucedan es extremadamente
baja y no se ha reportado que ocurran en individuos vacunados (Liu 2003).

En este estudio se utilizo el plasmido pVax 1 en la construccion de las vacunas de ADN contra
la poliomielitis. Este es un vector de expresion en eucariontes que fue disefiado para ser utilizado
en el desarrollo de vacunas de ADN (FDA 1996). pVax 1 fue construido a partir del vector pc DNA
3, pero con las siguientes modificaciones. Las secuencias innecesarias para la replicacion del
plasmido en E. coli y para la expresion de proteinas recombinantes en células eucariontes fueron
eliminadas. De esta manera, se redujo el nimero de secuencias en el plasmido con posible
homologia en el genoma humano, por lo tanto, la posibilidad de integracién cromosomal es
minima. También, el gen de resistencia a ampicilina fue sustituido por el gen de resistencia a

kanamicina con el fin de disminuir la probabilidad de reacciones alérgicas en humanos.

VII. Modelos animales.

Los humanos y los monos son los Unicos reservorios naturales del poliovirus. Ambos son
susceptibles a la polio porque expresan el receptor de poliovirus, la molécula CD155, en ia
superficie de determinados tipos celulares (Ren et al., 1990).

Distintos primates no humanos como los monos rhesus y los chimpancés han sido utilizados
como modelo para el estudio de la polio durante décadas (Sabin et al., 1973, Dragunsky et al.,
2003). Sin embargo, existen diferencias entre la patologia de la polio en humanos y en primates
no humanos. La principal diferencia radica en las vias de infeccién del poliovirus. En primates no
humanos, la principal via de infeccién es la via intranasal. A pesar de que la polio puede ser
inducida en humanos por la via anterior, esto no ocurre naturalmente (Minor 1999). En humanos,
la principal via de infeccién es la via oral mediante la cual el poliovirus ingresa al individuo por
material contaminado. Los primates no humanos son susceptibles a la polio por via oral, pero

requieren dosis muy grandes de poliovirus para desamollar la enfermedad. Otras vias de infeccion



utiizadas en el modelo primate no humano son la via intraespinal, intramuscular, intranasal,
intraperitoneal e intravenosa (Nagata et al., 2004).

Por razones éticas, economicas y practicas se ha buscado otra especie para ser utilizada
como modelo de la polio. Actualmente, existe un modelo murino que consiste en ratones
transgénicos para el receptor humano de poliovirus (PVR): TgPVR (Ren et al., 1990). Los ratones
transgénicos expresan las cuatro isoformas del receptor humano de poliovirus en distintas
cantidades bajo el promotor humano de poliovirus (Crotty et al., 2002).

El modelo murino TgPVR ha sido aprobado recientemente por la OMS como modelo para
estudios de neurovirulencia en el control de las vacunas contra la polio (Dragunsky et al., 2003).
No obstante, los primates no humanos continuan siendo el modelo de la polio por excelencia. Las
vias de infeccion de los ratones transgénicos y de los primates no humanos son muy semejantes.
También, los sintomas clinicos desarrollados por los ratones transgénicos infectados son similares
a los manifestados por primates no humanos. Al igual que los humanos y los primates no
humanos, los ratones transgénicos infectados por poliovirus pueden desarrollar paralisis y/o
muerte. Sin embargo, los ratones transgénicos tardan menos tiempo que los primates no
humanos en manifestar sintomas caracteristicos de la polio (Ren et al., 1990). El modelo murino
se basa en la presencia 0 ausencia de paralisis, a diferencia del modelo de primates no humanos
que se basa en el andlisis histopatologico del cerebro (Dragunsky et al., 2003). Finalmente, los
ratones transgénicos infectados desarrollan una respuesta inmune protectora en contra del
poliovirus similar a la humana, al igual que los primates no humanos (Buisman et al., 2000).

En la actualidad existen diversas cepas de ratones transgénicos para el receptor humano de
poliovirus derivadas de la cepa TgPVR. Las diferencias entre las cepas radican en los promotores
que controlan la expresion del receptor humano de poliovirus y en los tipos de células que
expresan el receptor humano de poliovirus (Deatly et al., 1998).

El receptor humano de poliovirus es el principal determinante del tropismo celular, sin
embargo, sélo constituye una parte en la patogénesis de la polio, ya que su expresion es
necesaria, pero no es suficiente para inducir una infeccion productiva (Zhang et al., 1997). El
receptor humano de poliovirus se expresa principalmente en cerebro, médula espinal, masculo y
pulmén (Ren et al., 1990, Nagata et al., 2004) y en algunos casos en el epitelio intestinal de los

ratones transgénicos (Zhang et al., 1997).
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Las cepas transgénicas son susceptibles a la infeccion por poliovirus por via intracerebral,
intraespinal, intramuscular, intranasal, intraperitoneal e intravenosa (Ren et al., 1990, Deatly et al.,
1998, Buisman et al., 2000, Nagata et al., 2004). Ninguna de las cepas es susceptible a la
infeccién por via oral.

Lo anterior constituye una desventaja para el modelo murino ya que la via de infeccidn natural
del poliovirus es la via oral. Existen tres teorias que explican porque los ratones transgénicos para
el receptor humano de poliovirus son resistentes a la infeccién por via oral. La primera sugiere
que existen diferencias en la superficie apical del intestino de humanos y de ratones que controlan
el que el poliovirus atraviese o no el epitelio intestinal. La segunda sugiere que el receptor
humano de poliovirus en el modelo murino no sufre las modificaciones post traduccionales
necesarias para que el poliovirus infecte las células del epitelio gastrointestinal. La tercera sugiere
que existen factores celulares en el modelo murino que no favorecen o impiden la infeccion por
poliovirus (Zhang et al., 1997, Crotty et al., 2002).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que los poliovirus atenuados de la vacuna oral contra la polio (VOP) se replican en el
tracto gastrointestinal de los individuos vacunados y generan poliovirus derivados de la VOP
(PVDV). En las condiciones adecuadas, los PVDV adquieren la capacidad de transmitirse y de
causar paralisis. Algunos PVDV circulan durante largos periodos en poblaciones donde la
inmunidad contra el poliovirus es deficiente, por lo que generan PVDV circulantes (PVDVc) que
pueden causar epidemias de poliomielitis paralitica.

Las epidemias de PVDVc son controladas con la administracién masiva de VOP, pero esto
genera un circulo vicioso ya que los poliovirus atenuados de la VOP son los que generan PVDV y
éstos se convierten en PVDVc que ocasionan, nuevamente, epidemias. También, en todas las
epidemias se han reportado casos de poliomielitis paralitica en individuos que han recibido el
esquema completo de vacunacion. A pesar de que no se han llevado a cabo estudios para
determinar la causa de esta falta de inmunidad, se ha sugerido que las propiedades antigénicas de
los PVDVc cambian durante su circulacion y de esta manera la inmunidad conferida por la VOP no
siempre es suficiente para proteger en contra de los PVDVc.

Con base al niimero creciente de epidemias ocasionadas por PVDVc, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) ha reportado que en un futuro cercano la mayoria de los casos de poliomielitis
podrian estar asociados al uso de la VOP. Lo anterior altera de manera dramética la relacion
riesgo-beneficio de la VOP. Por lo tanto, es necesario detener la generacién de PVDVc y proteger
a la poblacion en contra de éstos. Para este propésito, se busca una alternativa efectiva, segura y
de bajo costo.

En este trabajo se propone el disefio y prueba de una vacuna de ADN contra el poliovirus. Al
igual que la VOP, una vacuna de ADN, podria generar una respuesta inmune protectora en contra
del poliovirus. De esta manera, la respuesta inmune inducida por Ia vacuna de ADN evitaria la
transmision de los PVDVc y del poliovirus silvestre. A diferencia de la VOP, una vacuna de ADN
seria estable y no podria revertir a la forma neurovirulenta del virus. Como la vacuna de ADN en
contra del poliovirus no estaria compuesta por poliovirus, la generacién de PVDVc seria imposible.
Ademas, seria una alternativa para los individuos inmunocomprometidos, ya que éstos no pueden
ser vacunados con la VOP. Consecuentemente, la construccion y prueba de una vacuna de ADN

en contra del poliovirus constituye una nueva alternativa en contra de la poliomielitis.
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El efecto de las vacunas se basa en la estimulacion de una respuesta inmune y en la
generacién de una memoria inmunologica, ambas en contra de un antigeno especifico. Asi, la
subsiguiente exposicion al antigeno, en distintas condiciones, estimula una respuesta inmune
protectora. No obstante, el proceso de desarrollo de nuevas vacunas es un proceso largo y
complejo que consta de dos fases. La primera, llamada fase pre clinica, consiste en la
construccion y en la prueba de la vacuna tanto en modelos in vitro como in vivo. La segunda,
llamada fase clinica consiste, en la prueba de la vacuna en voluntarios humanos.

En este trabajo, los estudios consisten en explorar de manera general la respuesta protectora
inducida por una vacuna de ADN en contra del poliovirus. Por lo tanto, este estudio solamente se
enfoca a las primeras etapas de la fase pre clinica que consisten en la construccién adecuada y en

el andlisis de la capacidad protectora de las vacunas.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales.

Construir dos vacunas de ADN que contengan los genes que codifican para las proteinas
de la capside de poliovirus silvestre tipo |. La primera consistira en un plasmido con los
cuatro genes que codifican las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo I. La
segunda consistira en un cocktail de cuatro plasmidos, donde cada plasmido tendra uno
de los genes que codifican las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo |.

Evaluar si las vacunas de ADN construidas confieren proteccion en contra del poliovirus

silvestre tipo | en un modelo murino.

Obijetivos Especificos.

1.

Clonar los cuatro genes que codifican las proteinas de la capside de poliovirus silvestre
tipo |, juntos y por separado, en un vector de origen bacteriano adecuado para su uso
como vacuna de ADN.

Comprobar la construccion adecuada de las vacunas mediante PCR y secuenciacion de
ADN.

Evaluar la expresion de las proteinas codificadas por los genes contenidos en cada una
de las construcciones.

Vacunar ratones susceptibles a la infeccién por poliovirus con las vacunas de ADN
construidas.

Retar a los ratones vacunados con poliovirus silvestre tipo .

Evaluar la supervivencia de los ratones retados.

Evaluar la capacidad de las vacunas de ADN de generar anticuerpos protectores en

contra del poliovirus silvestre tipo I.

HIPOTESIS

Una vacuna de ADN en contra de la poliomielitis que consista en los genes que codifican para

cada una de las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo |, induce una respuesta inmune

que protege en contra de una infeccion por poliovirus silvestre tipo 1.
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MATERIALES y METODOS

Plasmidos.

El plasmido pVax 1 fue obtenido de Invitrogen (invitrogen Life Technologies). El plasmido
pGFP-C1 fue obtenido de Clontech (BD Biosciences Clontech). Los plasmidos pMov 2.11 y pXpA
fueron donados por el Dr. Radl Andino, Departamento de Inmunologia y Microbiologia,
Universidad de Califomia San Francisco (UCSF), USA. El plasmido pXpA contiene el ADNc de
poliovirus silvestre tipo 1 de la cepa Mahoney.

Virus.

El poliovirus silvestre tipo | de la cepa Mahoney fue donado por el Dr. Radl Andino, UCSF. Los
poliovirus atenuados tipo |, Il y Il fueron obtenidos de la vacuna oral antipoliomielitica fabricada
por Laboratorios Birmex S. A. de C. V. La vacuna antipoliomielitica contiene los siguientes titulos
de los distintos serotipos de poliovirus humanos; 1 x 108 TCIDsg del tipo |, 1 x 105 TCIDso del tipo I
y 6 x 105 TCIDso del tipo Ill.

Células.

Todos los experimentos se realizaron en células HelLa (ATCC CCL-2). Las células fueron
crecidas y mantenidas en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (In vitro S. A. de C. V.)
complementado con 5% o con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, Life Technologies) y
0.5% de antibioticos (10, 000 U/ ug/ml de mezcla de penicilina-estreptomicina en solucion salina
de NaCl al 0.85%) (in vitro). Las células fueron crecidas a 37°C en una atmdsfera con 95% Oz y
5% CO,. Cuando las monocapas celulares alcanzaron el 90% de confluencia fueron subcultivadas
utilizando tripsina al 0.75% (Gibco BRL) en PBS.

Sueros y anticuerpos.

El suero humano que contiene anticuerpos policlonales en contra de los tres serotipos de
poliovirus atenuados y en contra de los tres serotipos de poliovirus inactivados, fue donado por un
individuo que habia recibido cuatro dosis de la vacuna oral contra la polio y una dosis de la vacuna

inactivada contra la polio (Dra. Maria del Carmen Rodriguez, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
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México). El suero de conejo en contra del poliovirus silvestre tipo 1 de la cepa Mahoney fue
donado por el Dr. Radl Andino, UCSF.

El suero anti-IgM, 1gG e IgA humanas fue obtenido de Zymed (Zymed Laboratories Inc.). El
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo fue obtenido de Amersham (Amersham Biosciences). El

anticuerpo secundario anti-lgG de raton fue obtenido de Zymed.

Animales.

La cepa murina cPVR, fue donada por el Dr. Rail Andino, UCSF. La cepa cPVR consiste en
ratones transgénicos para el receptor de poliovirus humano que son susceptibles a la infeccion por
poliovirus. Ratones de 6 a 8 semanas de edad fueron utilizados en los experimentos. Los ratones

fueron mantenidos en cajas de microaislamiento con comida y agua ad fibitum.

Extraccion y purificacion del ADN plasmidico.

Los plasmidos fueron propagados en la cepa JM101 de E. coli en medio Luria Bertrani (LB, 1%
triptona (wiv), 0.5% extracto de levadura (wiv), 1% NaCl (w/v), 4 mM NaOH). Los cultivos fueron
incubados a 37°C con agitacion durante 16 horas. Los plasmidos pXpA y pMov 2.11 fueron
propagados en presencia de ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml y los plasmidos
pVax 1 y pGFP-C1 fueron propagados en presencia de kanamicina a una concentracién final de
50 pg/ml.

El ADN plasmidico fue extraido mediante lisis alcalina a pequefia escala de acuerdo al método
de Sambrook et al. (1989), con algunas modificaciones. Brevemente, 5 ml de cultivo fueron
centrifugados en tubos tipo Eppendorf, durante cinco minutos a 500 x g. El botén celular obtenido
fue resuspendido en 200 wl de solucion de glucosa [ 50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl {pH 8), 10 mM
EDTA (pH 8), 10 mg/ml lisozima]. 200 pl de 0.2 N NaOH, 1% SDS (w/v) fueron afiadidos y los
tubos fueron invertidos. Las muestras fueron incubadas durante cinco minutos a 4°C y 300 pl de
3 M de acetato de potasio (CH3COOK) (pH 4.8) fueron afiadidos. Los tubos fueron invertidos e
incubados durante 10 minutos a 4°C. Las muestras fueron centrifugadas a 1000 x g durante cinco
minutos. Posteriormente, el sobrenadante resultante fue transferido a tubos tipo Eppendorf limpios
y 500 pl de isopropanol fueron afadidos. Las muestras fueron incubadas durante 10 minutos a
4°C y después fueron centrifugadas a 1000 x g durante cinco minutos. El sobrenadante resultante

fue decantado y los pellets fueron resuspendidos en 200 pl de buffer Tris-EDTA [10 mM Tris-HCI
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{pH 7.6), 1 mM EDTA (pH 8)]. Se afiadieron 100 pl de 7.5 M de acetato de amonio (CH3COONH4)
a los tubos que contenian las muestras. Estos se invirtieron, se incubaron durante 20 minutos a
4°C y se centrifugaron a 1000 x g durante cinco minutos. El sobrenadante resultante fue
transferido a tubos tipo Eppendorf limpios. Después, un volumen de etanol al 70% frio, fue afiadido
y las muestras fueron incubadas durante una hora a -70°C. Finalmente, las muestras fueron
centrifugadas a 1000 x g durante 10 minutos, el sobrenadante fue decantado y el pellet fue
resuspendido en 20 pl de agua ultra pura (Gibco BRL).

Posteriormente, el ADN plasmidico obtenido fue purificado por extraccion con fenol-cloroformo
segun el método de Sambrook et al. (1989) con algunas modificaciones. El volumen total de la
muestra fue igualado con solucion de fenol saturado y cloroformo en proporcion 1 a 1,
respectivamente. Las muestras fueron mezcladas en el vortex durante 15 segundos y fueron
centrifugadas a 1000 x g durante cinco minutos. Se formaron dos fases, una acuosa y una densa,
la primera fue transferida a tubos tipo Eppendorf limpios. Después, se agregd un volumen de
solucion alcohol isoamilico y cloroformo en proporcion 24 a 1, respectivamente. Las muestras
fueron centrifugadas a 1000 x g durante 10 segundos. Nuevamente, se formaron dos fases, pero
solamente la fase acuosa fue transferida a tubos tipo Eppendorf limpios. Se agregaron tres
volimenes de etanol al 70% y 0.05 volimenes de 4 M NaCl. Las muestras fueron incubadas
durante una hora a -70°C. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 1000 x g durante 15
minutos a 4°C y la pastilia fue resuspendida en 20 ! de agua ultra pura.

Las concentraciones de ADN plasmidico purificado fueron determinadas por espectrofotometria
(Azso/Aaso). E! ADN plasmidico fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 80 V
durante 45 minutos y fue visualizado por tincién con bromuro de etidio en un transiluminador de

rayos ultravioleta.

Reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR).

Los genes que codifican fas proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 de la cépside de poliovirus
silvestre tipo | fueron amplificados por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el
plasmido pXpA como molde. Los oligonucledtidos fueron disefiados de tal manera para que
introdujeran un sito de restriccién EcoRI (Roche Diagnostics GmbH) en el extremo 5’y un sitio de
restriccion Xhol (Roche Diagnostics GmbH) en el extremo 3. Los oligonucleétidos fueron
sintetizados por Gibco BRL y fueron utilizados como cebadores:
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VP1-F 5 CGAATTCATGGGGTTAGGTCAG 3'

VP1-R 5 CCTCGAGGTGTCCGAATCCATA 3
VP2-F 5' CGAATTCGCCCCAATGCTAAAC 3
VP2-R 5' CCTCGAGGCCCTGTAAGCGTGG ¥
VP3-F 5 CGAATTCATGCCACGCTTACAGGG 3
VP3-R 5 CCTCGAGCTGTGCTAGCGCTTT ¥
VP4-F 5' CGAATTCATGGGTGCTCAGGTT 3
VP4-R 5 CCTCGAGGTTTAGCATTGGGGC 3

Los genes que codifican las proteinas de la capside fueron amplificados individualmente
utilizando los siguientes pares de oligonucelétidos: VP1-F y VP1-R para VP1 (producto de 917 pb),
VP2-F y VP2-R para VP2 (producto de 833 pb), VP3-F y VP3-R para VP3 (producto de 725 pb) y
VP4-F y VP4-R para VP4 (producto de 206 pb). Los genes que caodifican las proteinas de la
cépside fueron amplificados en conjunto utilizando los oligonucleétidos VP4-F y VP1-R (producto
de 2642 pb) . Estos fueron utilizados ya que los cuatro genes se encuentran en el siguiente orden
en el plasmido pXpA que contiene el ADNc de poliovirus silvestre tipo 1 de la cepa Mahoney: VP4-
VP2-VP3-VP1.

El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9600
(Perkin Elmer) con el siguiente programa; un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por cinco
minutos, 30 ciclos que consistieron en desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, alineacion a
40°C por 60 segundos y extension a 72°C por 90 segundos y un ciclo final a 72°C por 10 minutos.

El gen que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) fue amplificado por PCR utilizando el
plasmido pMov 2.11 como templado. Los oligonucleétidos fueron donados por el Dr. Raul Andino,
UCSF y fueron disefiados de tal manera para que introdujeran un sito de restriccion Xhol en el
extremo 5' y un sitio de restriccion Xbal en el extremo 3'. Los oligonucledtidos fueron sintetizados y

fueron utilizados como cebadores:

GFP-F 5 TTATGAGCTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 3'
GFP-R 5 TCATTCTAGACCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCC ¥
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El proceso de amplificacion del gen que codifica la proteina verde fluorescente (producto de
720 pb) se llevd a cabo con el siguiente programa: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94°C por
cinco minutos, 30 ciclos que consistieron en desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineacién
a 65°C por 60 segundos y extension a 72°C por 90 segundos y un ciclo final a 72°C por 10
minutos.

Los productos de PCR (producto) fueron purificados por extraccion con fenol-cloroformo y
luego fueron precipitados. Posteriormente, los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 80 V durante 45 minutos y fueron visualizados por

tincién con bromuro de etidio en un transiluminador de rayos uitravioleta.

Construccion de las vacunas de ADN.

La construccion de las vacunas de ADN se llevo a cabo mediante la clonacion de los genes
que codifican las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo | en el vector pVax 1. El
proceso de clonacidn se describe a continuacion.

Primero, el plasmido pVax 1 y los cinco productos de PCR fueron digeridos con las
endonucleasas de restriccion EcoRI y Xhol. Brevemente, 5 ng de ADN plasmidico fueron
incubados con cinco unidades de las enzimas respectivas a 37°C durante una hora. El volumen
total de reaccion fue llevado a 20 pl con agua ultra pura. Finalmente, el ADN plasmidico cortado
fue purificado por extraccion fenol-cloroformo.

Los genes que codifican las proteinas VP1, VP2, VP3, VP4 y VP4-1, amplificados por PCR y
purificados por extraccion fenol-cloroformo, fueron ligados rio abajo del promotor de CMV en el
vector pVax 1 cortado. Se llevaron a cabo cuatro reacciones de ligacion, una para cada uno de los
genes que codifican |as proteinas VP1, VP2, VP3, VP4 y VP4-1. Brevemente, 300 ng de los genes
fueron incubados con 100 ng de ADN plasmidico en presencia de 2 pl de T4 DNA ligasa (0.1
unidades/p) (Invitrogen Life Technologies) y 4 ul de buffer de ligacion 5x. El volumen total de
reaccion fue llevado a 20 pl con agua ultra pura. La reaccién fue incubada a 23° C durante 12
horas. Los siguientes plasmidos fueron obtenidos: pVax 1-VP4-1, pVax 1-VP1, pVax 1-VP2, pVax
1-VP3y pVax 1-VP4,

Después, la cepa JM109 de E. coli fue transformada con los plasmidos anteriores mediante

choque térmico, de acuerdo a Ausubel (1998). Brevemente, 100 i de bacterias JM109
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competentes fueron incubadas con 5 pl de reaccion de ligacion durante 15 minutos a 4°C. Las
bacterias fueron sometidas a choque térmico a 42°C durante dos minutos. Luego, se afiadieron
500 pl de LB a cada reaccion y las bacterias transformadas fueron incubadas durante una hora a
37°C con agitacion. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 500 x g durante tres minutos,
resuspendidas en 100 pl de LB y sembradas en cajas de LB con kanamicina (50 pg/ml).

Finalmente, se extrajo el ADN plasmidico de las colonias resultantes. La presencia de los
genes que codifican las proteinas virales en cada uno de los plasmidos construidos, fue detectada
por PCR y por cortes con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol. Una vez que la presencia de los
genes que codifican las protelnas de la capside en los plasmidos respectivos fue comprobada, se
realizaron cultivos de coleccion en glicerol. Brevemente, 850 pl de cultivo fueron adicionados a
100 pu de glicerol contenidos en criotubos.

Los plasmidos obtenidos fueron designados pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4,
respectivamente. Los plasmidos construidos fueron clasificados en dos vacunas de ADN: la
primera vacuna de ADN contra el poliovirus (vADN1-PV) consistio en el plasmido pVP4-1 y la
segunda vacuna de ADN contra el poliovirus (vADN2-PV) consistio en los plasmidos pVP1, pVP2,
pVP3y pVP4.

Secuenciacion.

La secuencia de los genes contenidos en los plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pvP4
fue comprobada usando dideoxiterminales. La secuenciacion se llevo a cabo por M. en C. Patricia
de la Torre, Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) utilizando el secuenciador automatico de electroforesis

capilar ABI Prism 310 Genetic Analyzer PE {Applied Biosystems).

Cultivo de coleccion de poliovirus silvestre tipo |.

La cepa Mahoney de poliovirus silvestre tipo 1 fue propagada en células Hela de acuerdo al
método de Minor (1987). Brevemente, monocapas celulares al 80% de confluencia con 5 x 108
células fueron lavadas una vez con PBS [0.8% NaCl, 0.02% KCl, 0.14% NaxHPO4, 0.02% KH2PO4
(pH 7.4)] y fueron inoculadas con 100 pl de poliovirus de poliovirus silvestre tipo | en DMEM sin
complementar. Los cultivos se mantuvieron durante 48 horas, como se describid anteriormente.

Después, el sobrenadante y las células fueron congelados y descongelados tres veces utilizando
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hielo seco-etanol y bafios de agua a 37°C. Finalmente, el sobrenadante y las células fueron
recolectados y fueron centrifugados a 3000 x g durante cinco minutos. El sobrenadante fue
transferido a tubos y fue guardado a -20°C.

Titulacidn del cultivo de coleccion de poliovirus silvestre tipo .

El titulo de virus en el stock de poliovirus silvestre tipo | fue determinado mediante ensayos de
formacion de placa. Monocapas celulares al 80% de confluencia crecidas en placas de seis pozos
fueron lavadas dos veces con PBS. Posteriormente, se prepararon las siguientes diluciones en
DMEM sin complementar a partir del cultivo de coleccion de poliovirus silvestre tipo I: 102, 103,
104, 105, 10%, 107, 1098, 109, 10-0, 1011, 1012, 103 y 10-4. Las monocapas celulares fueron
inoculadas con 250 pl de las soluciones, respectivamente, e incubadas durante 20 minutos a
37°C. Posteriormente, las monocapas infectadas fueron cubiertas con una capa de 1% agar (wh),
5% NaHCOs (wiv), 45% DMEM 2x (viv) (Gibco) en agua a 56°C.

L.as monocapas infectadas se incubaron a 37°C durante 48 horas. Después, las capas de agar
fueron removidas y los pozos de las cajas fueron tefiidos con solucion de cristal violeta (0.1%
cristal violeta, 20% etanol) para revelar las placas virales. El titulo de poliovirus silvestre tipo | fue
calculado a partir del nmero de placas observadas con la siguiente férmula: nimero de placas x
volumen del inéculo en ml x reciproco de la dilucién. En este caso, se contaron 25 placas en la
dilucién 103, Por lo tanto, el titulo en unidades formadoras de placa por mililitro (pfu/ml) fue:

25 placas x 0.25 ml x 108 = 6.25 x 108 pfu/mi

Infeccién.

Monocapas celulares al 80% de confluencia fueron lavadas una vez con PBS. Posteriormente,
se agregd el volumen de poliovirus correspondiente a la multiplicidad de infeccién (moi) deseada
en medio DMEM no complementado. Las monocapas celulares fueron incubadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos para permitir la adsorcién del virus. El medio fue retirado y se agregd
DMEM complementado con 10% de SFB. Las células infectadas se mantuvieron como se

describié anteriormente hasta que el efecto citopatico fue visible por microscopia.
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Transfeccion.

Monocapas de 1 x 108 células al 80% de confluencia fueron transfectadas transitoriamente con
distintos plasmidos. La transfeccion se realizé utilizando el agente de transfeccion lipidico
lipofectamina ™ 2000 (Invitrogen Life Technologies), como se describe a continuacion. 1 x 108
células fueron sembradas 24 horas antes de la transfeccion en DMEM sin antibidticos. 10 pl de
lipofectamina fueron diluidos en 250 ul de DMEM sin complementar. Después de cinco minutos de
incubacién a temperatura ambiente, 4 ug de ADN plasmidico diluidos en 250 ul de DMEM sin
complementar, fueron afiadidos. La reaccion fue incubada durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, el volumen total de la reaccion fue afiadida a las células. Estas fueron

crecidas como se describié anteriormente.

Inmunocitoquimicas de células transfectadas.

Todos los reactivos utilizados en las inmunocitoquimicas, excepto los anticuerpos, se
obtuvieron del kit Histostain®-DS (Zymed). Brevemente, monocapas de células no infectadas,
infectadas con poliovirus atenuados a una moi de 10 y transfectadas con los plasmidos pVax 1,
pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4 respectivamente, fueron crecidas en cubreobjetos. Las
monocapas fueron lavadas tres veces con PBS y fueron fijadas con formaldehido al 4% durante 15
minutos. Posteriormente, las monocapas fueron incubadas con H202 al 30% mezclado con
metanol absoluto en proporcién 9 a 1, respectivamente, durante 10 minutos. Las monocapas
fueron lavadas tres veces con PBS y fueron incubadas con 100 pl de solucion bloqueadora [1%
BSA, 0.05% T-PBS (0.1% Tween-20 en PBS)]durante 10 minutos.

Luego, se afiadié el anticuerpo primario (diluido 1 en 50 en solucién bloqueadora) que consistid
en el suero humano. Al final de una hora de incubacion, las monocapas fueron lavadas tres veces
con 0.05% T-PBS. Se agregd el anticuerpo secundario (diluido 1 en 1000 en solucién
bloqueadora) que consistié en anti-IgM, IgG e IgA humanas conjugado a peroxidasa. Después de
30 minutos de incubacién, las monocapas fueron lavadas tres veces con T-PBS y se afiadieron
100 pl de estreptavidina-peroxidasa. Las monocapas fueron incubadas durante 10 minutos y
fueron lavadas tres veces con T-PBS.

Para revelar el anticuerpo secundario, se agregaron 100 pl de mezcla sustrato-cromogeno
preparado de la siguiente manera: 50 pl del sustrato para peroxidasa aminoetil carbazol al 20x, 50

ul de sustrato para peroxidasa al 20X en un ml de agua destilada. Se mezcl6 en el vortex, se
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afnadieron 50 pl H20» al 0.6% y se mezclé nuevamente en el vortex. Las monocapas fueron
incubadas 10 minutos y fueron lavadas tres veces con 0.05% Tween-20 en agua destilada.
Finalmente, las monocapas celulares fueron contratefiidas con solucién de azul de metileno (50 pl
de azul de metileno en tres ml de agua destilada) durante tres minutos, para contrastar la
coloracion rojiza de la peroxidasa y fueron observadas al microscopio. Todas las incubaciones

fueron realizadas a temperatura ambiente.

Extraccion de proteinas totales.

Monocapas de 1 x 108 células cultivadas en distintas condiciones fueron lavadas una vez con
PBS. Posteriormente, las monocapas fueron recolectadas en 500 pl de buffer de lisis [1%
deoxicolato de sodio, 1% Triton x-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI {pH 7.2)]. Los
detritus celulares fueron removidos por centrifugacién a 1000 x g durante cinco minutos a 4°C. Los
sobrenadantes fueron recolectados y se les afadieron inhibidores de proteasas (extracto
pancreético 1.5 g/ ml, papaina 1 mg/ ml, quimotripsina 1.5 pg/ ml, termolisina 0.8 pg/ mi, tripsina
0.002 pg/ ml) {Roche Diagnostics GmbH). Las proteinas totales presentes en los lisados celulares
fueron cuantificadas por el método de Bradford de acuerdo con las instrucciones del proveedor

(Bio-Rad). Los extractos de proteinas totales fueron guardados a -20°C.

Western Blot.

Las proteinas totales de células no infectadas, infectadas a una moi de 10 y transfectadas con
los plasmidos pVax 1, pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4 fueron obtenidas. Los extractos de
proteinas totales fueron obtenidos a cuatro horas en células infectadas y a 24 horas en células no
infectadas y en células transfectadas. Posteriormente, 20 pg de proteinas totales fueron
incubados con solucién de carga Laemli (Bio-Rad), 5% B-mercaptoetanol durante 10 minutos a
100°C. Las muestras fueron separadas por corrimiento electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 10% a 95 V durante 45 minutos. Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa a 120 V durante una hora a 4°C en una camara Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) en buffer de corrida 10x [3% (w/v) Tris-base, 14% (w/v)
glicina, 5% SDS al 20%] diluido 1 en 10. Luego, las membranas fueron incubadas con solucion

bloqueadora [5% leche descremada, 0.1% Tween-20 en PBS] durante toda la noche a 4°C.
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Las membranas fueron incubadas con el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1 (diluido
1 en 100 en solucién bloqueadora). Después de dos horas de incubacion a temperatura ambiente,
las membranas fueron lavadas tres veces durante cinco minutos con T-PBS. Las membranas
fueron incubadas con un anticuerpo secundario en contra de conejo conjugado a peroxidasa
(diluido 1 en 2000 en solucién blogueadora). Después de una hora de incubacién a temperatura
ambiente, las membranas fueron lavadas tres veces durante cinco minutos con 0.1% Tween-20 en
PBS. Finalmente, las membranas fueron expuestas al agente quemiluminiscente luminol (ECL

Amersham Biosciences) durante cinco minutos y fueron reveladas.

Marcaje metabélico radiactivo.

Las proteinas celulares de monocapas de células no infectadas, infectadas a una moi de 10y
transfectadas con pVax 1, pvVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4, respectivamente, fueron marcadas
metabolicamente con [35S] metionina. Las monocapas celulares fueron incubadas de cuatro a seis
horas con DMEM libre de metionina, pero que contenia 50 uCi de [*S] metionina. En el caso de
las células infectadas, el marcaje se llevd a cabo a las dos horas post infeccion. Después de 24
horas, las células fueron lisadas y las proteinas totales fueron cuantificadas como se describio

anteriormente.

Radioinmunoprecipitacién (RIPA).

Los extractos de proteinas totales de células marcadas metabolicamente con [¥%S] metionina
fueron incubados con suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1 durante toda la noche a 4°C
para inmunoprecipitar las proteinas virales marcadas. Posteriormente, se afiadieron 50 ul de
proteina A sefarosa al 30% y las muestras se incubaron du.rante seis horas a 4°C con agitacion
constante. Las muestras fueron lavadas dos veces con buffer de lisis y fueron incubadas con
solucion de Laemli y B-mercaptoetanol al 5%, durante 10 minutos a 100°C. Finalmente, las
proteinas inmunoprecipitadas marcadas radiactivamente fueron separadas por SDS-PAGE y

reveladas por autorradiografia.
Fusiones con GFP.

Los plasmidos pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4 fueron cortados con las endonucleasas de

restriccion Xhol y Xbal. El gen que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) fue fusionado rio
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abajo del promotor de CMV en pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4, como se describid anteriormente. Los
siguientes plasmidos fueron obtenidos: pVP1-GFP, pVP2-GFP, pVP3-GFP y pVP4-GFP.

Los plasmidos obtenidos fueron propagados en la cepa DH5a de E. coli como se describi6
anteriormente. La presencia del gen que codifica la proteina verde fluorescente en cada uno de los
plasmidos construidos, fue detectada por PCR y por cortes con las enzimas de restriccion EcoRl y
Xbal. Una vez que la presencia de los genes que codifican la proteina verde flucrescente fue

comprobada en los plasmidos respectivos, se realizaron cultivos de coleccion en glicerol.

Deteccion de fluorescencia.

Monocapas de 1 x 106 células fueron transfectadas con los plasmidos pVax 1, pGFP-C1, pVP1-
GFP, pVP2-GFP, pVP3-GFP y pVP4-GFP. A las 24 horas post transfeccion, las células fueron
lavadas tres veces con PBS v fijadas con formaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, las monocapas celulares fueron observadas al microscopio para la

deteccion de fluorescencia.

Dosis letal 50 (LDsp).

La dosis letal 50 (LDsp) fue determinada mediante una serie de inoculaciones de distintas
diluciones del poliovirus silvestre tipo 1 a los ratones de la cepa cPVR. Los ratones (n = 8-10)
fueron inoculados por via intramuscular en ef misculo cuadriceps derecho con: 2 x 104 pfu, 2 x 105
pfu, 2 x 108 pfu y 2 x 107 pfu en 50 pl, respectivamente. Los ratones fueron observados cada dos
dias durante una semana para la deteccién de sintomas caracteristicos de poliomielitis paralitica:

pelaje erizado, paralisis y/o muerte.

Vacunacion.

Ratones de la cepa cPVR fueron inoculados con las vacunas de ADN previamente construidas:
vADN1-PV y vADN2-PV. Los ratones (n = 5) recibieron tres dosis, por via oral, de vADN1-PV o de
vADN2-PV separadas por intervalos de tres semanas cada una. Cada dosis de vADN1-PV
consistio en 100 pg de pVP4-1 diluidos en 100 ul de PBS y cada dosis de vVADN2-PV consistié en
100 ug de pVP1, 100 ug de pVP2, 100 ug de pVP3 y 100 ug de pVP4 diluidos en 100 pl de PBS.
Los ratones del control negativo recibieron 100 ul de PBS. Los ratones del control positivo fueron

los ratones sobrevivientes del ensayo de determinacion de la LDso.
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Obtencion de suero.

Los ratones vacunados fueron sangrados cada tres semanas en la punta de la cola hasta
obtener aproximadamente 200 ul de sangre de cada raton. La coagulacién sanguinea fue evitada
utilizando 100 mM EDTA. Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos a 4°C y fueron
centrifugadas a 8500 x g durante cinco minutos a 4°C. El suero fue recolectado y fue guardado a
~20°C.

Ensayos de neutralizacion.

Los sueros provenientes de ratones vacunados fueron diluidos 1 en 50, 1 en 150, 1 en 450, 1
en 1350, 1 en 4000, 1 en 12500, 1 en 37500 y 1 en 1 x 105 en PBS. 50 ul de suero fueron
mezclados con 100 pfu y 500 pfu, respectivamente, de poliovirus silvestre tipo | contenidas en 50
ul. Las reacciones fueron incubadas durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente,
100 ul de cada reaccién fueron adicionados a células contenidas en placas de 96 pozos (1 x 104
células/ pozo). Las células fueron incubadas durante 36 horas a 37°C. Finalmente, las células
fueron lavadas tres veces con PBS y fueron tefiidas con solucién de cristal violeta. Se considerd
que los sueros neutralizaron al poliovirus silvestre tipo | cuando mas del 50% de las células

sobrevivid. Los ensayos fueron realizados por duplicado.

Reto viral.

Los ratones vacunados fueron retados con poliovirus silvestre tipo 1 cinco semanas después
de la tltima dosis de vacuna. Los ratones fueron infectados por via intramuscular con 5 x 107 pfu
de poliovirus silvestre tipo 1. Los ratones fueron observados diariamente durante una semana para

la deteccion de supervivencia o muerte.
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RESULTADOS

Construccion de las vacunas de ADN.

Se construyeron dos vacunas de ADN que contenian los genes que codifican las proteinas de
la capside de poliovirus silvestre tipo I: VADN1-PV y vADN2-PV. Brevemente, los genes que
codifican las proteinas de la capside de poliovirus, previamente amplificados por PCR, fueron
clonados en conjunto e individualmente en el plasmido pVax 1. La primera vacuna, denominada
vADN1-PV, consistié en un plasmido con los cuatro genes que codifican las proteinas de la
capside de poliovirus silvestre tipo I: pVP4-1. La segunda vacuna, denominada VADN2-PV,
consistié en un conjunto de cuatro plasmidos, donde cada plasmido contenia uno de los genes
que codifican una de las cuatro proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo I: pVP1, pVP2,
pVP3y pVP4 (Figura 5).

VADN1-PV VADN2-PV
VP1

VP4 VP

Vi

Figura 5. Vacunas de ADN contra la polio. La primera vacuna, denominada vADN1-PV, consistié en un plasmido que tenia
clonados los cuatro genes que codifican las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo I: pVP4-1 (100 pg). La segunda
vacuna, denominada vADN2-PV, consistio en un cocktail de cuatro plasmidos en donde cada uno de los cuatro genes que codifican
las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo |, fue clonado individualmente en el pldsmido pVax 1: pVP1, pvP2, pVP3 y
pVP4 (100 pg de cada plasmido).

La presencia de los genes que codifican las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo |
en los plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4 fue comprobada por PCR (Figuras 6y 7) y

por secuenciacion.
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Figura 6. Plasmido que constituye la vacuna vADN1-PV. El contro! positivo consistié en una reaccién de PCR en la que se utilizo el
ptasmido pXpA como molde, el cual consiste en el ADNc de poliovirus silvestre tipo 1. El control negativo consistio en reacciones
de PCR en las que no se utilizd el plasmido pXpA como molde. (1) PCR control negativo de VP4-1 (2) PCR control positivo de VP4-
1, ~4 ug (3) PCR de VP4-1 a partir de pVP4-1, ~2 ug.
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Figura 7. Plasmidos que constituyen la vacuna vADN2-PV. Los controles positivos consistieron en reacciones de PCR en las que
se utilizo el plasmido pXpA como molde, el cual consiste en el ADNc de poliovirus silvestre lipo 1. Los controles negalivos
consistieron en reacciones de PCR en las que no se utilizo el plasmido pXpA como molde. (1) PCR control negativo de VP1 (2)
PCR contro! positivo de VP1 (3} PCR de VP1 a partir de pVP1 (4) PCR control negativo de VP2 (5) PCR control positivo de VP2 (6)
PCR de VP2 a partir de pVP2 {7) PCR control negativo de VP3 (8) PCR control positivo de VP3 (9) PCR de VP3 a partir de pVP3
{10) PCR control negativo de VP4 (11) PCR control positivo de VP4 (12) PCR de VP4 a partir de pVP4. Se analizaron ~2 g de

cada plasmido.

36



Expresion de las proteinas de la capside de poliovirus silvestre tipo I.

Una vez que se verificd que las vacunas fueron construidas adecuadamente, se analiz6 la
expresion de las proteinas codificadas por los genes que contenian. La expresion de las proteinas
de la cépside del poliovirus silvestre tipo | fue analizada mediante inmunocitoquimica, Western
blot, radioinmunoprecipitacion y fusiones con el gen de la proteina verde fluorescente.

Primero, se analiz6 la expresion de las proteinas de la capside mediante inmunocitoquimicas.
Estas fueron realizadas en monocapas celulares transfectadas transitoriamente con los plasmidos
pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4, respectivamente. Si los anticuerpos primarios se unen a las
proteinas virales, éstos son reconocidos por los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa.
Esta reacciona cuando se le provee el sustrato adecuado y da una coloracion roja.
Adicionalmente, las células fueron contratefiidas con azul de metileno. Este tifie el nicleo y el
citoplasma de las células de color azul claro. También, el azul de metileno permite contrastar la
coloracion roja generada por la reaccion de la peroxidasa. Asi, las células positivas para la
expresion de proteinas virales adquieren una coloracion roja y azul, mientras que las células
negativas para la expresion de proteinas virales solo adquieren una coloracién azul.

Cuando las muestras fueron observadas al microscopio, las células transfectadas con los
distintos plasmidos presentaron una coloracién azul. Algunas células infectadas presentaron areas
tefiidas de rojo. Todas las células no infectadas presentaron una coloracion azul (Figura 8).

Lo anterior indicd que no se detectd la expresion de las proteinas de capside del poliovirus
silvestre tipo | en ninguna de las muestras. Se observd que el suero de humano anti-poliovirus si
fue capaz de detectar la expresién de proteinas virales en células infectadas con poliovirus
atenuados. Sin embargo, el suero humano anti-poliovirus no detectd la expresion de proteinas en
ninguna de las muestras de células transfectadas con los distintos plasmidos que codifican
proteinas de capside del poliovirus silvestre tipo .

Se sugirieron distintas posibilidades para explicar la ausencia de deteccion de la expresién de
las proteinas virales en las células transfectadas. Algunas posibilidades fueron: la ausencia de
expresion de las proteinas virales, la incapacidad de los anticuerpos utilizados para detectar las
proteinas virales, la rapida degradacién de las proteinas virales o el secuestro de las proteinas

virales en granulos densos.
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Figura 8. Inmunocitoquimicas de células transfectadas. (1) Células transfectadas con pVP4-1 (2) Células transfectadas con pVP1
(3) Células transfectadas con pVP2 (4) Células transfectadas con pVP3 (5) Células transfectadas con pVP4 (6) Células

transfectadas con pVax 1 (7) Células sin infectar (8) Células infectadas con poliovirus atenuados (moi de 10).
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Por lo tanto, se realizaron ensayos de Westem blot con el fin de determinar si las proteinas de
capside eran expresadas en células transfectadas con los plasmidos que constituyen las vacunas
de ADN. Los extractos de proteinas totales de las células transfectadas transitoriamente con los
plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4 fueron obtenidos a las 24 horas post transfeccion.
Los extractos fueron analizados por Westem blot utilizando suero de conejo anti-poliovirus
silvestre tipo 1.

Dos bandas proteinicas con pesos moleculares de 105 y 85 kDa, respectivamente, fueron
observadas en los extractos de proteinas totales de células transfectadas con el plasmido pVP4-1.
Las dos bandas también fueron observadas en el control positivo, que consistio en extractos de
proteinas totales de células infectadas con poliovirus silvestre tipo I. Ninguna de las bandas fue
observada en el control negativo que consistio en extractos de proteinas totales de células sin
infectar. Sin embargo, también se observaron algunas bandas en el control negativo que
seguramente corresponden al resultado de una reaccion cruzada entre proteinas celulares y el

suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1 (Figura 9).
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Figura 9. Westem biot de extractos de proteinas totales de células Hela transfectadas con el plasmido pVP4-1 y expuestos al
suero de conejo antipoliovirus silvestre tipo 1. (1) Control positivo, proteinas totales de células Hela infectadas con poliovirus
silvestre tipo | (moi de 10) (2) Conlrol negativo, proteinas totales de células Hela (3) Proteinas totales de células Hela

transfectadas con el plasmido pvP4-1.
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Los pesos moleculares de las bandas proteinicas podrian sugerir que se trata de dos
poliproteinas virales no procesadas. La banda de 105 kDa podria corresponder a una poliproteina
(96 kDa) compuesta por las proteinas VP3 (26 kDa) y VP1 (33 kDa) no procesadas y por el
polipéptido VPO (37.4 kDa) no procesado. La banda de 85 kDa podria corresponder a una
poliproteina (89 kDa) compuesta por las proteinas VP3 y VP1 no procesadas y por el polipéptido
VPO (37.4 kDa) procesado en las proteinas VP2 (30 kDa) y VP4 (7.4 kDa). Sin embargo, ademas
del procesamiento viral, se deben considerar otras posibilidades como son: la degradacion de las
proteinas virales por proteasas celulares o la generacion de productos incompletos o aberrantes
de la traduccion.

En el anélisis por Western blot de los extractos de proteinas totales de células transfectadas a
24 horas con los plasmidos pVP1, pvVP2, pVP3 y pVP4 no se observaron bandas proteinicas del
peso molecular correspondiente a las proteinas de capside. Se observaron bandas en todas las
muestras, que seguramente corresponden a una reaccion cruzada entre proteinas celulares y el
suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1. Se sabe que las proteinas de la capside son
inestables cuando se expresan individuaimente. Por lo tanto, con base a los resultados anteriores,
se explord la posibilidad de que las proteinas de capside se expresaran, pero que se degradaran
antes de 24 horas. Sin embargo en el andlisis por Western blot de extractos de proteinas totales
de células transfectadas con los pidsmidos pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4 no se observé ninguna
banda proteinica (Figura 10).
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Figura 10. Westem blot de extractos de proteinas fotales de células Hela transfectadas con los plasmidos pVP1, pvP2, pVP3 y
pVP4 a 24 horas. (1) Control negativo, proteinas totales de células Hela (2) Control positivo, proteinas totales de células Hela
infectadas con poliovirus (moi de 10). (3) Proteinas totales de células Hela transfectadas con el plasmido pVP1 (4) Proteinas
totales de células Hela transfectadas con ef ptasmido pVP2 (5) Proteinas totales de células Hela transfectadas con el plasmido
pVP3 (6) Proteinas totales de células Hela transfectadas con el plasmido pvP4.
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Los resultados anteriores sugirieron las siguientes posibilidades. La primera, que las proteinas
VP1, VP2, VP3 y VP4 no se expresaron en las células transfectadas. La segunda, que las
proteinas VP1, VP2, VP3y VP4 se expresaron a las 24 horas, pero en una concentracion tan baja
que no fueron detectadas por el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo I.

Con el fin de evaluar las posibilidades anteriores, se llevaron a cabo ensayos de
radioinmunoprecipitacién. Las proteinas totales marcadas con metionina radiactiva y obtenidas a
partir de células transfectadas con los plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4, fueron
inmunoprecipitadas con el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1. Los complejos de
proteinas virales y anticuerpos fueron revelados por autorradiografia.

No se observaron bandas proteinicas en ninguna de las muestras de proteinas totales
inmunoprecipitadas a partir de células transfectadas con los plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2,
pVP3 y pVP4. En el control positivo que consistié en proteinas totales inmunoprecipitadas
obtenidas a partir de células infectadas, se observaron varias bandas en el control positivo. Las
bandas seguramente corresponden a proteinas virales inmunoprecipitadas, como la proteina 3C.
Se observaron algunas bandas en el control negativo que consistio en proteinas totales
inmunoprecipitadas obtenidas a partir de células sin infectar. Las bandas probablemente
corresponden a una reaccién cruzada entre proteinas celulares y el suero de conejo anti-poliovirus

silvestre tipo 1 (Figura 11).
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Figura 11. Radioinmunoprecipitacion. Las proteinas celulares totales fueron marcadas metabdlicamente con [¥S] metionina.
Posteriormente, las proteinas virales marcadas fueron inmunoprecipitadas con suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1y fueron
reveladas por autorradiografia. (1) Proteinas totales de células transfectadas con el plasmido pVP4-1 (2) Proteinas totales de células
transfectadas con el plasmido pVP1 (3) Proteinas totales de células transfectadas con el plasmido pVP2 (4) Proteinas totales de célutas
transfectadas con el plasmido pVP3 (5) Proteinas totales de células transfectadas con el plasmido pVP4 (6) Control negativo, proteinas
totales de células sin infectar (7) Control positivo, proteinas totales de células infectadas con poliovirus silvestre (moi de 10).
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Los resultados de la radioinmunoprecipitacion sugirieron lo siguiente. En el caso de las
poliproteinas codificadas por el plasmido pVP4-1, se observo que éstas fueron expresadas por las
células transfectadas, como se determind por Western blot. Sin embargo, los resultados de la
radicinmunoprecipitacion indicaron que las poliproteinas anteriores no fueron detectadas.
Consecuentemente, se sugirié que probablemente el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo
1 no reconocié las poliproteinas de 105 y 85 kDa en la conformacién en que son expresadas por
las células transfectadas. En el caso de las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4, no se pudo
determinar mediante radioinmunoprecipitacion si éstas eran expresadas o no por las células
transfectadas.

Como no se pudo determinar la expresion de las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 ni por
inmunocitoquimica, ni por Western blot, ni por radioinmunoprecipitacion, aun no se podia descartar
si la falta de deteccion se debia a que las proteinas no eran expresadas o a que no eran
inmunoprecipitadas. Por lo tanto, se cambid de estrategia y se determind indirectamente la
expresion de las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 dutilizando el gen reportero que codifica la
proteina verde fluorescente.

Las fusiones consistieron en la insercién del gen GFP en el extremo 3' de los genes que
codifican las proteinas de la capside contenidas en los plasmidos pVP1, pVP2, pVP3 y pVP4,
respectivamente. Las células transfectadas con los plasmidos pVP1-GFP, pVP2-GFP, pVP3-GFP
y pVP4-GFP, respectivamente, fueron observadas al microscopio para la deteccion de
fluorescencia. Esta fue detectada en monocapas celulares transfectadas con los plasmidos pVP1-
GFP, pVP2-GFP, pVP3-GFP y pVP4-GFP. También se detectd fluorescencia en el control positivo
que consistid en células transfectadas con el plasmido pGFP-C1. No se detectd fluorescencia en
el control negativo que consistid en células sin transfectar (Figura 12).

La deteccién de fluorescencia en las células transfectadas indico la expresion de la proteina
verde fluorescente. El gen que codifica la proteina verde fluorescente se localiza rio abajo de las
proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4. De esta manera, para que la proteina verde fluorescente se
exprese, las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 deben expresarse primero. Asi, lo anterior sugiere
que probablemente las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 se expresan en las células transfectadas.
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Figura 12. Expresion de la proteina verde fluorescente. Expresion de la proteina verde fluorescente en células
transfectadas con los plasmidos: (1) pVP1-GFP (2) pVP2-GFP (3) pVP3-GFP y (4) pVP4-GFP (5) control positivo (6)

control negativo.
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Generacion de anticuerpos neutralizantes contra el poliovirus silvestre tipo .

Una vez que se observé directa o indirectamente la expresion de las proteinas virales
codificadas por los plasmidos, se analizo si las vacunas de ADN construidas conferian proteccion
en contra del poliovirus silvestre tipo |. Se utilizaron ratones de la cepa cPVR que son transgénicos
para el receptor humano del poliovirus y que asimismo, son susceptibles a la infeccion por
poliovirus.

Primero, se analiz6 la generacion de anticuerpos neutralizantes en contra del poliovirus en los
ratones vacunados. Los ratones recibieron tres dosis por via oral de las vacunas vADN1-PV y
VADN2-PV, respectivamente. Al cabo de tres semanas después de cada dosis de vacunacién, se

obtuvo el suero de los ratones (Figura 13).
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Figura 13. Esquema de vacunacion para las vacunas de ADN. Los ratones (n = 4 o 5) recibieron tres dosis, por via
oral, de vADN1-PV o de vVADN2-PV separadas por intervalos de tres semanas cada una. Cada dosis de vADN1-PV
consistié en 100 pg de pVP4-1 diluidos en 100 ul de PBS y cada dosis de vADN2-PV consistio en 100 pg de pVP1,
100 pg de pVP2, 100 pg de pVP3 y 100 pg de pVP4 diluidos en 100 pl de PBS. Los ratones del control negativo
recibieron 100 pl de PBS.

Se realizaron ensayos de neutralizacién para determinar si los sueros de los ratones
vacunados tenian capacidad neutralizante contra el poliovirus silvestre tipo |. La capacidad de los
anticuerpos se determind con base a la supervivencia de monocapas celulares en presencia de
poliovirus silvestre tipo 1. Se consideré que el suero tenia capacidad neutralizante contra el
poliovirus silvestre tipo | cuando > 50% de las células de cada pozo sobrevivio.

Ninguno de los sueros obtenidos después de la primera y la segunda dosis de vacunacion fue
capaz de neutralizar al poliovirus silvestre tipo |. Se observd que todos los sueros abtenidos

después de la tercera dosis de la VADN2-PV fueron capaces de neutralizar al poliovirus a una
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dilucion maxima de 1 en 450. Solamente algunos de los sueros obtenidos después de la tercera
dosis de la vADN1-PV fueron capaces de neutralizar al poliovirus. En cambio, todos los sueros del
control positivo fueron capaces de neutralizar al poliovirus a una dilucién maxima de 1 en 12500.
Los sueros de los ratones vacunados con la vVADN2-PV neutralizaron al poliovirus a una dilucion
tres veces mayor {1 en 450) que los sueros de los ratones vacunados con la VADN1-PV (1 en
150). Sin embargo, los sueros de los ratones del control positivo neutralizaron al poliovirus a una
dilucién hasta nueve veces mayor que la observada en los ratones vacunados (1 en 12500)
{Figura 14).

Titulo de anticuerpos neutralizantes en ratones
con tres dosis de vacuna génica
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Figura 14. Titulo de anticuerpos neutralizantes en el suero de ratones vacunados con tres dosis de vacuna génica. El control
positivo consistio en el suero de ratones sobrevivientes a la LDso. El control negativo consistio en el suero de ratones que recibieron
PBS. Todos los sueros obtenidos a partir de ralones vacunados con tres dosis de la vADN2-PV (n = 5} neutralizaron al poliovirus
silvestre tipo | in vitro. Solamente dos de los sueros obtenidos a partir de ratones vacunados con tres dosis de la vVADN1-PV (n = 4)
neutralizaron al poliovirus silvestre tipo | in vitro. El titulo de anticuerpos neutralizantes corresponde a los datos obtenidos a partir de
los ensayos de neutralizacion utilizando 100 pfu de poliovirus silvestre tipo I. Los ensayos fueron realizados por duplicado.

Los resultados anteriores indican que ambas vacunas de ADN fueron capaces de inducir la
generacion de anticuerpos que neutralizan in vitro al poliovirus silvestre tipo |. Ademas, el titulo de
anticuerpos neutralizantes generados por la VADN2-PV (log 2.5) fue sutimente mayor que el
generado por la vVADN1-PV (log 2).
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Supervivencia de los ratones al reto viral.

Con el fin de determinar si la capacidad neutralizante in vitro de los anticuerpos correspondia a
la capacidad neutralizante in vivo, los ratones vacunados fueron sometidos a un ensayo de
proteccion. Este consistié en retar a los ratones vacunados con una dosis letal de poliovirus
silvestre. Con este propésito, se calculd la dosis letal minima de poliovirus silvestre en los ratones
cPVR. Primero, se determiné el titulo de poliovirus en el stock producido mediante ensayos de
formacion de placa, en donde cada placa representa una célula lisada por una particula viral. El
titulo del stock de poliovirus fue calculado a partir del nimero de placas observadas y fue de 6 x
108 unidades formadoras de placa por mililitro (pfu/ mi).

Posteriormente, se determiné el nimero de unidades formadoras de placa por mililitro de
poliovirus silvestre que correspondian a la LDso. Esta se define como la dilucion viral que mata al
50% de los animales infectados. Los ratones fueron inoculados, por via intra muscular, con
distintas concentraciones de unidades formadoras de placa de poliovirus silvestre y fueron
observados durante una semana para la deteccion de sintomas caracteristicos de la polio. Cinco
de los ratones inoculados con 2 x 104 pfu (n = 8}, tres de los ratones inoculados con 2 x 105 pfu (n
=10) y un ratén de los inoculados con 2 x 108 pfu (n = 10) manifestaron pelaje enzado al sexto dia
post inoculacion. Ninguno de los ratones inoculados con 2 x 104 pfu 6 2 x 105 pfu desarolié
parélisis. En cambio, dos de los ratones inoculados con 2 x 108 pfu y siete de los ratones
inoculados con 2 x 107 desarrollaron paralisis a partir del tercer dia post inoculacién. La paralisis
se presentd primero en la pata inoculada y posteriormente en ambas patas traseras. Todos los
ratones que desarrollaron paralisis murieron por paro respiratorio al sexto dia post inoculacidn
(Tabla 6).

Tabla 6. Manifestacion de sintomas caracteristicos de la polio en ratones cPVR inoculados con poliovirus silvestre tipo 1.

Concentracion de Sintomas 2 Nimero de ratones muertos
poliovirus 1 Pelaje erizado Paralisis Muerte 8
2x10% 5 0 0 0/8
2x10% 3 0 0 0/10
2x 108 1 2 2 2110
2x107 0 7 7 770

1 Concentracién de poliovirus en unidades formadoras de placa por 50 l.
2N(mero de ratones que presentaron los sintomas descritos.

3 Namero de ratones muertos por nimero total de ratones inoculados.
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El nimero de unidades formadoras de placa por mililitro de poliovirus silvestre correspondiente
a ta LDso fue calculado mediante la interpolacion de diluciones por el método de Reed y Muench.
La LDso del poliovirus silvestre tipo 1 en los ratones cPVR fue de 6 x 108 pfu/ ml.

Finalmente, con el fin de evaluar si las vacunas de ADN construidas conferian proteccion en
contra de una infeccién letal de poliovirus silvestre, los ratones vacunados fueron retados con
poliovirus silvestre tipo 1. El grupo vacunado con la VADN1-PV consistié en cuatro ratones y el
grupo vacunado con la VADN2-PV consistié en cinco ratones. Los ratones fueron inoculados con 5
x 107 pfu de poliovirus silvestre que representan ocho veces la LDsg (Figura 13).

La supervivencia de los ratones fue evaluada cada dos dias durante una semana para la
deteccion de sintomas caracteristicos de poliomielitis. Sin embargo, los ratones no manifestaron
ningln sintoma, sélo sucumbieron ante la infeccién por poliovirus silvestre. Los ratones vacunados
con la vADN1-PV mureron a los 3.3 + 1 dias después del reto viral. También, los ratones
vacunados con la vVADN2-PV murieron, pero a los 2.8 + 0.8 dias después del reto viral. El 100%
de los ratones del control negativo, que consistio en ratones inoculados con PBS, muri¢ a los 2.2 +
0.8 dias después del reto viral. En cambio, el 100% de los ratones del control positivo, que
consistid en los ratones sobrevivientes de los experimentos de determinacion de la LDsg,

sobrevivié al reto viral (Figura 15).
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Supervivencia de ratones vacunados retados con
poliovirus silvestre
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Figura 15. Supervivencia de los ratones vacunados retados con poliovirus silvestre tipo 1. Los ratones fueron vacunados tres veces
(dias 0, 21 y 42) con vADN1-PV (100 ug de pVP4-1 diluidos en 100 ul de PBS) o con vADN2-PV (100 pg de pVP1, 100 ug de
pVP2, 100 pg de pVP3 y 100 pg de pVP4 en 100 pl de PBS). Los ratones del control negativo recibieron 100 ul de PBS y los
ratones de! control positivo consistieron en ratones que sobrevivieron la infeccion de 2 x 104 pfu de poliovirus silvestre en el ensayo
de determinacion de la LDso. Los ratones fueron retados con 5 x 107 pfu de poliovirus silvestre tipo 1 tres semanas después de la
(ltima vacunacion. Los resultados se muestran como el porcentaje de supervivencia de cada grupo vacunado (n = 4 0 5 en cada
grupo).

De manera interesante, se observé que el 50% de los ratones vacunados con la VADN1-PV
sobrevivid hasta 4.5 dias post infeccion. En cambio, el 50% de los ratones vacunados con la
vADN2-PV sobrevivié solo 3.5 dias post infeccion. Ademas, los ratones vacunados con la vVADN2-
PV empezaron a morir antes que los ratones vacunados con la vVADN1-PV, a los dos y a los tres
dias, respectivamente. Asi mismo, el 100% de los ratones vacunados con la VADN2-PV muri6 a
los cinco dias post infeccion mientras que el 100% de los ratones vacunados con la VADN1-PV

muné6 hasta los siete dias post infeccién (Figura 16).
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Supervivencia y mortalidad de los ratones vacunados con las vacunas génicas
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Figura 16. Supervivencia y mortalidad de los ratones vacunados con las vacunas génicas. (a) Los ratones que fueron vacunados
con la vADN1-PV y retados con poliovirus silvestre tipo 1, sobrevivieron hasta los seis dias post infeccién y comenzaron a monir a
los cuatro dias post infeccion. (b) Los ratones que fueron vacunados con la vADN2-PV y retados con poliovirus silvestre tipo 1,

sobrevivieron hasta los cuatro dias post infeccién y comenzaron a morir a los tres dias post infeccion.
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DISCUSION

Las principales ventajas de las vacunas de ADN sobre los demas tipos de vacunas existentes
son su estabilidad y la facil manipulacion de los genes contenidos que codifican los antigenos de
interés. La primera generacion de vacunas de ADN ha demostrado que éstas son efectivas en la
induccién de una respuesta inmune protectora y que los riesgos de uso son minimos (Liu 2003).

En este estudio, se construyeron dos vacunas de ADN en contra de la poliomielitis utilizando el
vector pVax 1 (FDA, 1996). La primera vacuna, denominada vADN1-PV, consistié en un plasmido,
pVP4-1, que contiene los cuatro genes que codifican las proteinas de la capside de poliovirus. La
segunda vacuna, denominada vVADN2-PV, consistid en un cocktail de cuatro plasmidos, pVP1,
pVP2, pVP3 y pVP4, donde cada plasmido contiene uno de los genes que codifican una de las
cuatro proteinas de la capside de poliovirus.

Se realizaron inmunocitoquimicas con el fin de determinar la expresién directa de las proteinas
de la cépside codificadas por cada uno de los plasmidos. Sin embargo, ninguna proteina fue
detectada en células transfectadas con los plasmidos pVP4-1, pvP1, pVP2, pVP3 y pVP4,
respectivamente. La incapacidad de detectar la expresion de las proteinas se podria deber a las
siguientes posibilidades: a la ausencia de expresion de las proteinas virales, a la incapacidad de
los anticuerpos utilizados para detectar las proteinas virales, a la rapida degradacion de las
proteinas virales o al secuestro de las proteinas virales en granulos densos.

La ausencia de expresion de las proteinas virales es poco probable ya que la construccion
adecuada de los plasmidos que constituyen ambas vacunas fue corroborada por anélisis de PCR
y por secuenciacién. La incapacidad de los anticuerpos utilizados para detectar las proteinas
virales también es poco probable. Se esperaria que el suero humano utilizado tuviera anticuerpos
policlonales que reconocieran epitopes conformacionales y secuenciales del poliovirus. Cabe
mencionar que el suero humano anti-poliovirus no es hiperinmune, por lo que el titulo de
anticuerpos policlonales en contra del poliovirus seguramente es bajo. Lo anterior podria favorecer
la no deteccion de las proteinas virales, ain cuando éstas se expresaran en las células
transfectadas. La rapida degradacién de las proteinas virales es probable ya que las proteinas de
la capside viral son sumamente inestables cuando no se autoensamblan espontaneamente entre
si para formar capsides. La degradacion rapida de las proteinas no permitiria que se ensamblaran

y que generaran epitopes conformacionales que fueran reconocidos por el suero de conejo anti-
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poliovirus silvestre tipo 1. Finalmente, existe la posibilidad de que las proteinas sean expresadas,
pero que se doblen de manera inadecuada y sean secuestradas en granulos densos para su
posterior degradacion. Lo anterior es un evento probable ya que las proteinas de la capside
también son inestables debido a la falta de modificaciones posttraduccionales (Howley et al.,
2001).

Posteriormente, se realizaron ensayos de Western blot, también con el fin de analizar la
expresion directa de las proteinas de la capside codificadas por cada uno de los plasmidos. En el
Western blot realizado a partir de células transfectadas con el plasmido pVP4-1 se observaron dos
bandas de 105 y 85 kDa. Estas probablemente corresponden a proteinas virales no procesadas
codificadas por el plasmido pVP4-1. Como se mencioné anteriormente, el peso molecular de las
proteinas virales observado en geles de SDS-PAGE varia ligeramente con respecto a los pesos
moleculares exactos {Ansardi et al., 1991 y 1995). Con base a lo anterior, la banda de 105 kDa
podria consistir en una poliproteina (96 kDa) compuesta por las proteinas VP3 (26 kDa) y VP1 (33
kDa) no procesadas y por el polipéptido VPO (37.4 kDa) no procesado. Consiguientemente, la
banda de 85 kDa podria consistir en una poliproteina (89 kDa) compuesta por las proteinas VP3 y
VP1 no procesadas y por el polipéptido VPO (37.4 kDa) procesado en las proteinas VP2 (30 kDa)
y VP4 (7.4 kDa).

En una infeccién por poliovirus, el genoma viral codifica una poliproteina que es procesada
cotraduccionalmente por proteasas virales en las regiones P1, P2 y P3. Posteriormente, la region
P1 es procesada por la proteasa 3CDP® en las proteinas VP3 (26 kDa) y VP1 (33 kDa) y en el
polipéptido VPO (37.4 kDa), compuesto por las proteinas VP4 (7.4 kDa) y VP2 (30 kDa) no
procesadas. Finaimente, el polipéptido VPO es procesado en las proteinas VP2 y VP4, Se han
propuesto dos posibilidades para el procesamiento del poIipépﬁdo VPQ. La primera, es que éste es
procesado por una proteasa viral, que todavia no ha sido identificada (Howley et al., 2001). La
segunda y la mas aceptada, es que el polipéptido VPO es procesado mediante un mecanismo
autocatalitico en el que participan la proteina VP2 y el ARN viral (Harber et al., 1991, Hindiyeh et
al., 1999).

El plésmido pVP4-1 contiene los genes que codifican las cuatro proteinas de la capside, pero
no contiene el gen que codifica la proteasa 3CDP®. Por lo tanto, aunque la regidén P1 se exprese,
no puede ser procesada ya que necesita la proteasa 3CDPo que no esta presente. Asi, la

presencia de la proteina de 85 kDa podria explicarse mediante el mecanismo autocatalitico
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mediante el cual VP4 (7.4 kDa) seria liberada del polipéptido VPO (37.4 kDa) mientras que VP2
(30 kDa) continuaria unida a las proteinas VP3 (26 kDa) y VP1 (33 kDa) no procesadas. No
obstante, es necesario realizar mas experimentos para corroborar lo anterior.

Existen otras posibilidades que podrian explicar la presencia de las dos especies distintas de
poliproteinas observadas. La primera, es la degradacion de las proteinas virales por proteasas
celulares y la segunda es la generacion de productos incompletos o aberrantes de la traduccién.
Es posible que las proteinas virales expresadas sean degradadas rapidamente ya que no pueden
ser procesadas y asi estabilizarse mediante autoensamblaje en cépsides (Brautigam et al., 1993).
En este caso, la poliproteina de menor peso molecular, 85 kDa, corresponderia al producto viral
parcialmente degradado, ya sea en el extremo amino o carboxilo terminal. Sin embargo, para
determinar si las proteinas virales expresadas se estan degradando, es necesario determinar su
vida media. También, se ha reportado que la traduccion ineficiente de moléculas de ARN
mensajero de algunos Picornavirus genera productos de traduccidn incompletos o aberrantes
debido a pausas que ocurren durante la traduccion. Es poco probable que lo anterior suceda en
este estudio, ya que el fendbmeno anterior ocurre principalmente cuando los virus crecen a
temperaturas menores a 37 °C {Brautigam et al., 1993). Ademas, se ha reportado que la linea
celular Hel a, utilizada en este estudio, favorece la traduccion de alta fidefidad de las moléculas de
ARN mensajero viral (Molla et al., 1991).

En el Westem blot realizado a partir de células transfectadas con los plasmidos pVP1, pVP2,
pVP3 y pVP4, respectivamente, no se observaron bandas que correspondieran al peso molecular
esperado. Una posible explicacion es que la eficiencia de transfeccion haya sido baja. De esta
manera, la no deteccién de las proteinas virales probablemente se deberia a que s6lo un nimero
limitado de células contiene el plasmido y expresa las proteinas virales. Consiguientemente, las
proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 se expresarian en cantidades insuficientes para ser reconocidas
por el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1.

Otra posible explicacién, es la rapida degradacién de las proteinas virales ya que son
inestables cuando no se ensamblan entre si. Como se mencion6 anteriormente, la region P1 es
procesada por la proteasa 3CDP® en las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 durante distintas etapas
de la morfogénesis de las particulas virales. Los extremos amino terminales de las proteinas VP1,
VP2 y VP3 procesadas interaccionan entre si para estabilizarse y formar protémeros. La proteina

VP4 procesada funciona como una extension del extremo amino terminal de VP2 que interacciona
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con VP1y VP3 (Howley et al., 2001). Como las transfecciones fueron realizadas por separado con
cada uno de los plasmidos, es probable que aunque las proteinas se hayan expresado, éstas no
se hayan estabilizado entre si ya que las demés proteinas de la capside no estaban presentes. Al
no poder interaccionar entre si y estabilizarse, como sucede normalmente durante la morfogénesis
viral, las proteinas de la capside podrian haber sido degradadas rapidamente.

En los ensayos de radioinmunoprecipitacion realizados a partir de células transfectadas con los
plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 o pVP4, respectivamente, no se observaron bandas que
correspondieran al peso molecular esperado. Lo anterior sugiere que el suero de conejo anti-
poliovirus silvestre tipo 1 no reconoce, no une y no inmunoprecipita las proteinas virales
codificadas por los plasmidos pVP4-1, pVP1, pVP2, pVP3 y pVPA4.

Los resultados del ensayo de Western blot a partir de células transfectadas con el plasmido
pVP4-1 indican que hay poliproteinas virales que se expresan y que son reconocidas por el suero
de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1. No obstante, en el caso de la radioinmunoprecipitacion
las poliproteinas virales expresadas no son reconocidas por el mismo suero de conejo anti-
poliovirus silvestre tipo 1. Es necesario mencionar que en el Western blot las proteinas totales de
las muestras fueron desnaturalizadas para poder separarlas por SDS-PAGE. Consecuentemente,
es posible que la estructura de las poliproteinas expresadas por las células transfectadas haya
sido modificada de tal manera que hayan expuesto epitopes secuenciales. De esta manera, el
suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1 utilizado reconoceria epitopes secuenciales
localizados en las proteinas de la capside contenidas en las poliproteinas expresadas por las
células transfectadas.

En la radicinmunoprecipitacién, el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1 estuvo en
contacto con las proteinas antes de que fueran desnaturalizadas para su separacion por SDS-
PAGE. Por lo tanto, es probable que la estructura de las poliproteinas expresadas por las células
transfectadas no haya sido modificada en el ensayo de radioinmunoprecipitacion. De esta manera,
el suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo 1 utilizado uniria tanto epitopes secuenciales como
conformacionales presentes en las proteinas expresadas por las células transfectadas. Se sabe
que la presencia de epitopes conformacionales depende de la estructura terciaria o cuaternana
que adoptan las proteinas al doblarse después de ser expresadas (Howley et al., 2001). Es
posible que algunos epitopes secuenciales no estén expuestos en las proteinas cuando éstas se

encuentran en fa conformacién adquirida durante su expresion en células transfectadas. Asi, se



podria explicar la incapacidad del suero de conejo anti-poliovirus silvestre tipo | para detectar las
poiliproteinas virales expresadas por las células transfectadas con el plasmido pvP4-1.

Puesto que la expresion de las proteinas virales VP1, VP2, VP3 y VP4 no fue detectada ni por
inmunocitoquimica, ni por Westem blot, ni por radicinmunoprecipitacion, se decidié determinar su
expresion de manera indirecta mediante fusiones con la proteina verde fluorescente. En este
ensayo se observo la expresidn de la proteina verde fluorescente, pero no la expresion directa de
cada una de las proteinas virales. Sin embargo, el gen que codifica la proteina verde fluorescente
se localiza rio abajo de las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 y todas estan bajo el control del
promotor de CMV. De esta manera, para que la proteina verde fluorescente se exprese, las
proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4 deben expresarse primero. Asi, la fluorescencia observada en
células transfectadas con los plasmidos pVP1-GFP, pVP2-GFP, pVP3-GFP y pVP4-GFP,
respectivamente, sugiere fuertemente la posible expresién de cada una de las proteinas de la
capside en las células transfectadas.

Durante una infeccién por poliovirus en humano se genera una respuesta inmune especifica en
contra del virus que se caracteriza por una respuesta humoral y una respuesta celular (Leclerc et
al., 1991). Sin embargo, solamente la respuesta inmune humoral se ha asociado a la proteccién
en contra del poliovirus (WHO 1993). La respuesta inmune humoral se induce mediante la
replicacién del poliovirus en la faringe y en el intestino. La respuesta inmune humoral se divide en
sistémica y local. La primera, consiste en la produccién de anticuerpos séricos de tipo IgM e 1gG
serotipo especificos que bloquean la entrada del poliovirus al SNC (WHO 1993). La segunda,
consiste en la produccion de anticuerpos secretores de tipo IgA serotipo especificos que reducen
la excrecion del poliovirus presente en el tracto gastrointestinal. Los anticuerpos IgA son
secretados por las células plasmaticas del intestino a las mucosas gastrointestinales (Ouzilou et
al., 2002).

Una respuesta inmune protectora en contra del poliovirus consiste, principalmente, en la
generacion de anticuerpos neutralizantes serotipo especificos en contra del poliovirus. El proceso
anterior recibe el nombre de seroconversion (WHO 1993). Asimismo, se considera que la manera
mas adecuada de analizar la respuesta inmune humoral protectora en contra del poliovirus es
mediante la generacion de anticuerpos neutralizantes. La capacidad neutralizante de los
anticuerpos involucra el reconocimiento de sitios antigénicos del virus. Los anticuerpos en contra

de poliovirus se unen a los sitios antigénicos y neutralizan al poliovirus, alterando su capacidad de
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infeccion (Vrijsen et al., 1993). Como se menciond anteriormente, los sitios antigénicos son
epitopes que constituyen el blanco de los anticuerpos neutralizantes y estan formados por
secuencias independientes o combinadas de las proteinas VP1, VP2 ylo VP3 (Herremans et al.,
2000).

En este estudio se utiliz6 la cepa murina cPVR como modelo para determinar si las vacunas de
ADN construidas inducian una respuesta inmune protectora en contra del poliovirus. La cepa
cPVR consiste en ratones transgénicos donde el receptor humano de poliovirus se encuentra bajo
el control del promotor de B-actina (Crotty et al., 2002). La cepa anterior permite evaluar la
capacidad protectora conferida por las vacunas de ADN con base a la ausencia o presencia de
sintomas caracteristicos de la polio en ratones infectados con poliovirus. Ademas, los ratones de
la cepa cPVR pueden generar una respuesta inmune protectora en contra del poliovirus (Cortty et
al., 2002).

Se ha demostrado que la respuesta inmune generada por los ratones de la cepa cPVR en
contra del poliovirus, depende de la cepa de poliovirus inoculada, del sitio de replicacidn del
poliovirus y de la via de inoculacién utilizada. Los ratones de la cepa cPVR expresan el receptor
humano de poliovirus en cerebro, higado, intestino delgado, médula espinai y musculo. La
replicacion del poliovirus se lleva a cabo en los mismos érganos. Los ratones de la cepa cPVR son
susceptibles a la infeccién por poliovirus por via intracerebral, intramuscular, intranasal,
intraperitoneal e intravenosa {Crotty et al., 2002).

En este estudio, los ratones fueron vacunados por via oral con tres dosis de la VADN1-PV o la
vADN2-PV, separadas por un intervalo de tres semanas cada una y luego fueron retados con
poliovirus silvestre tipo . El esquema de vacunacién se disefi6 con el fin de mantener las
condiciones de vacunacion establecidas para la VOP. Se dieron tres dosis de inmunizacion antes
del reto viral ya que se ha reportado que los anticuerpos de tipo IgM e 1gG se presentan en el
suero hasta una y dos semanas después de la vacunacion, respectivamente. Los anticuerpos IgM
desaparecen del suero a los 60 dias, mientras que los anticuerpos IgG persisten en el suero de
por vida (WHO 1993). Ademas, se ha reportado que los anticuerpos secretores de tipo IgA se
presentan en las mucosas gastrointestinales hasta dos o seis semanas después de la vacunacién
{Ouzilou et al., 2002).

Se observé que ninguno de los ratones vacunados con la vVADN1-PV o con la VADN2-PV

sobrevivié al reto viral. Todos los ratones vacunados manifestaron paralisis y muerte después de
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haber sido retados con poliovirus silvestre tipo 1. Lo anterior indica que ninguna de las vacunas de
ADN indujo la generacion de una respuesta inmune protectora en contra del poliovirus.

A pesar de que ninguna de las vacunas de ADN confirié proteccion, se observd que los ratones
vacunados generaron anticuerpos neutralizantes en contra del poliovirus. Se observé que el titulo
méximo de anticuerpos neutralizantes de los ratones vacunados con la VADN2-PV (log 2.5) fue
mayor que el observado con la VADN1-PV (log 2). Sin embargo, los titulos de anticuerpos
neutralizantes observados en los ratones del control positivo fueron dos veces méas altos que los
observados en los ratones vacunados (log 4). La diferencia en el titulo de anticuerpos entre los
ratones vacunados y los ratones del control positivo probablemente se debe a que los ultimos
fueron inoculados con el poliovirus completo. Asi, el poliovirus pudo generar una infeccion
productiva en los ratones y éstos generaron una respuesta inmune en contra del poliovirus que
consistio principalmente en la generacion de anticuerpos neutralizantes en contra de todo el virus.
En cambio, en los ratones vacunados, se desconoce que sucede con las proteinas expresadas
codificadas por los plasmidos que constituyen las vacunas de ADN. De esta manera, aunque se
generen anticuerpos neutralizantes, posiblemente éstos no se generen en titulos suficientes para
controlar y eliminar una infeccion in vivo por poliovirus.

También, se observé que la capacidad neutralizante de los anticuerpos observada in vitro no
corretaciond con el tiempo de supervivencia observado en el reto viral. En los ensayos de
neutralizacion in vitro los sueros de los ratones vacunados con la VADN2-PV presentaron un
mayor titulo de anticuerpos que los sueros de los ratones vacunados con la VADN1-PV. En
cambio, en el reto viral se observé que el 45% de los ratones vacunados con la VADN1-PV y
ninguno de los ratones vacunados con la VADN2-PV sobrevivio hasta seis dias después del reto
viral.

Lo anterior podria sugerir que la vADN1-PV tiene un efecto inmunogénico que prolonga la vida
de los ratones durante un periodo corto después del reto viral. Posiblemente, las poliproteinas
codificadas por el plasmido que compone la vADN1-PV, pudieran tener un efecto més
inmunogénico que el conjunto de proteinas expresadas por el cocktail de plasmidos que
componen la VADN2-PV. Asi, la respuesta inmune inducida en contra del poliovirus en los ratones
vacunados con la vADN1-PV prolongaria el tiempo de vida de los ratones, pero no seria suficiente

para controlar y eliminar fa infeccion, por o que los ratones moririan.
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En el caso de la vADN2-PV, las proteinas de capside VP1, VP2, VP3 y VP4 codificadas por el
conjunto de plasmidos que constituyen la vacuna podrian ser procesadas o degradadas
rapidamente. En caso de que las proteinas de capside expresadas individualmente fueran
procesadas, las epitopes de células T contenidos en las proteinas de capside favorecerian la
generacion de una respuesta inmune celular (Leclerc et al., 1991). Sin embargo, es necesario
analizar distintos parametros de la respuesta inmune para considerar esta posibilidad. En caso de
que las proteinas de capside expresadas fueran degradadas rapidamente, posiblemente su vida
media en los ratones seria insuficiente para inducir la generacion de una respuesta inmune
protectora en contra del poliovirus. Como se mencioné anteriormente, las proteinas de la capside
se estabilizan cuando se autoensamblan entre si. Sin embargo, es necesario realizar estudios
para determinar si esto sucede en los ratones vacunados.

Otra posibilidad es que la cepa murina transgénica utilizada genere una respuesta inmune de
mucosas limitada. Aun no se ha estudiado la respuesta inmune en mucosas generada por ratones
de la cepa cPVR (Crotty et al., 2002). En este estudio, solamente se analizd la capacidad de
neutralizacion de los anticuerpos séricos, pero se ha observado que la respuesta inmune de
mucosas es diferente a la respuesta inmune sistémica: ia proteccion conferida por los anticuerpos
secretores no siempre corresponde a la proteccion conferida por los anticuerpos séricos (Fiore et
al., 1997). La relacion de niveles protectores entre anticuerpos séricos y anticuerpos secretores
aln no se ha determinado, pero se sabe que los anticuerpos secretores son suficientes para
impedir la infeccién por poliovirus (WHO 1993). Ademas, existe evidencia de que la generacion de
anticuerpos secretores en contra de los sitios antigénicos inmunodominantes no es un requisito
para generar una respuesta inmune protectora en contra del poliovirus en las mucosas (Fiore et
al., 1997).
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CONCLUSIONES

Las células transfectadas con el plasmido pVP4-1, que constituye la vADN1-PV,
expresaron dos proteinas de 105 y 85 kDa. Sin embargo, como el plasmido pVP4-1 no
contiene el gen que codifica la proteasa que procesa a la poliproteina viral que
contiene las cuatro proteinas de la capside, es probable que la poliproteina sea
expresada pero que no sea procesada como ocurre normalmente en una infeccién por
poliovirus. Existen otras posibilidades que podrian explicar la presencia de las dos
especies distintas de poliproteinas observadas son: la degradacion de las proteinas
virales por proteasas celulares y la generacion de productos incompletos o aberrantes

de la traduccion.

La expresion de la proteina verde fluorescente por células transfectadas con los
plasmidos pVP1-GFP, pVP2-GFP, pVP3-GFP y pVP4-GFP que constituyen los
plasmidos de la vADN2-PV fusionados a la proteina verde fluorescente, sugiere
fuertemente que los plasmidos anteriores probablemente expresan las proteinas VP1,
VP2, VP3y VP4,

Ninguna de las vacunas de ADN generd una respuesta inmune protectora en contra de
poliovirus. Sin embargo, es necesario considerar las limitaciones de los ratones de la
cepa cPVR, como son la via de inoculacién y la capacidad de generar una respuesta
inmune sistémica y de mucosas. También, es necesario considerar la respuesta

inmune innata en la proteccién contra el poliovirus.
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PERSPECTIVAS

= Analizar la respuesta inmune de mucosas y la respuesta inmune celular inducida por las

vacunas de ADN.

= Determinar si los sueros de los ratones vacunados contienen anticuerpos especificos en

contra de poliovirus mediante ensayos de ELISA.

= Probar distintas vias de inoculacién para favorecer la induccion de una mejor respuesta

inmune humoral.

= Generar anticuerpos especificos en contra de cada una de las proteinas de la capside

para favorecer el reconocimiento especifico de cada una de ellas.
= Construir un plasmido que contenga los cuatro genes que codifican las proteinas de la
capside de poliovirus y el gen que codifica la proteasa responsable del procesamiento de

las proteinas de la capside (3Crr),

» Determinar si las proteinas de la capside se autoensamblan in vitro y forman capsides

vacias.

= Explorar los distintos mecanismos propuestos para explicar la presencia de las dos

proteinas virales observadas en el ensayo de Western blot.
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