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RESUMEN

Rotavirus es el principal agente viral causante de gastroenteritis infantiles. Se ha estimado
que es el responsable de aproximadamente 600,000 muertes al afio en nifios menores de 5
afios en paises en desarrollo (UNICEF, 2002). En el presente trabajo se evalué el potencial
de los replicones de DNA pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6 que codifican para las
proteinas estructurales VP2 y VP6 de rotavirus, como inductores de respuesta inmune
protectora contra la infeccién en un modelo murino. Ambas proteinas poseen caracteristicas
bioquimicas e inmunogénicas que las convierten en buenas candidatas para el desarrollo de
una vacuna capaz de proteger de manera heterotipica contra la infeccion por rotavirus. Por
otra parte, se sabe que los replicones basados en alfavirus, son potentes inductores de la
respuesta inmune, principalmente por inducciéon de apoptosis, lo que conlleva a la
activacién de células CD8" en varios modelos contra tumores y para algunos patogenos, en
donde se han obtenido altos niveles de proteccién, ademas de que son capaces de generar
memoria local segln la ruta de inmunizacidén. Seguido a la construccion de los replicones
de RNA se corrobord la expresion de las proteinas VP2 y VP6 en cultivos celulares BHK-
21 mediante inmunofluorescencia y Western blot de células transfectadas. Se corrobor6 la
funcionalidad de los replicones in vivo, se realizaron cortes histologicos de misculo y recto
de ratones inoculados intramuscular (i.m.) e intrarrectal (i.r.) con el plasmido pSINrep21-
VP6 y mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos policlonales contra rotavirus,
se detect6 la expresion de la proteina VP6. Para los ensayos de proteccién en el modelo
murino, se utilizaron dos vias de inmunizaci6n, una parenteral (i.m.) y una mucosa (i.r.)
para ambos plasmidos, pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6. Para la via i.m se inocularon 25
ug de pldsmido en tres dosis a intervalos de 3 semanas cada una, recibiendo el reto 2
semanas posteriores a la ultima inoculacién, sin embargo no se observ6 ningiin efecto sobre
la replicacion viral con respecto a los ratones control. Por la via intrarrectal, se inocularon
20 ug de plasmido, siguiendo el mismo protocolo anterior, en donde Gnicamente con el
replicon pSINrep21-VP6 se obtuvo una disminucién significativa en la carga viral al dia 2
de la infeccién. Solo en el caso de los ratones inoculados i.m. con el pSINrep21-VP2 fue
posible detectar anticuerpos séricos especificos, en ninguno de los casos se observé un

aumento de IgA's en heces antes del reto, ni una potenciacién en la producci6én durante la



enfermedad. Con el trabajo anterior, podemos concluir, que los replicones de DNA basados
en alfavirus bajo los protocolos utilizados, son pobres inductores de una respuesta inmune
protectora contra la infeccién por rotavirus. En la resolucion de la infeccion naturalmente,
participan elementos de la respuesta inmune adquirida y de la respuesta inmune innata de
una manera complementaria, es por ello, que el estudio mas profundo de los elementos
protectores y su activacién durante el desarrollo de una infeccién natural, es necesario para
comprender dichos mecanismos, y asi, poder desarrollar una vacuna capaz de proteger o al
menos disminuir la severidad de la infeccién mediante la activaciéon de dichos elementos

protectores.
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L. INTRODUCCION

1.1 Generalidades.

Las gastroenteritis infantiles son de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en nifios menores de 5 afios, tanto en paises desarrollados como en paises en
desarrollo, siendo rotavirus el causante de aproximadamente el 40% de los cuadros
diarréicos severos, los cuales de no recibir atencién médica oportuna pueden tener
consecuencias fatales. Se ha estimado que rotavirus es causante de aproximadamente
600,000 muertes al afio en niftos menores de 5 afios en paises en desarrollo (UNICEF, Abril
2002).

Ademas de la mortalidad que se presenta cada afio debido a la infeccidn por rotavirus en
paises subdesarrollados, los gastos médicos directos e indirectos asociados a esta
enfermedad son enormes. Se ha estimado que tan solo en los Estados Unidos se gasta
alrededor de un billén de délares al afio por esta causa (Kreusch, 1997). Cabe mencionar
que rotavirus infecta también a animales neonatos de otras especies de mamiferos y aves
(Greenberg, 1995), lo que también conlleva a pérdidas economicas en el irea veterinaria.
Los rotavirus infectan los enterocitos maduros de las puntas de las microvellosidades del
intestino delgado, provocando diarrea acompaiiada por vémito y fiebre, por lo que el riesgo
de una deshidratacioén severa es muy alto. De tal forma, que el desarrollo de una vacuna
capaz proteger o al menos disminuir la severidad de la infeccidn es una prioridad en
materia de Salud Publica (Kapikian, 1998).

1.2 Estructura y clasificacion de los rotavirus.

Los rotavirus humanos fueron descritos por primera vez por Bishop y cols. en 1972.
Las particulas virales fueron observadas por microscopia electronica en biopsias
intestinales provenientes de nifios con gastroenteritis severa, y debido a su forma de rueda

de carreta, estas particulas fueron denominadas como rotavirus ( Bishop et al .,1973).
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Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, son virus sin envoltura lipidica, con
geometria icosahédrica, y miden aproximadamente 75 nm de didmetro. El genoma viral
consiste de 11 segmentos de RNA de doble cadena que codifican para 6 proteinas no
estructurales (NSP) y para 6 proteinas estructurales (VP). Las particulas virales se
encuentran formadas por tres capas concéntricas de proteinas envolviendo al genoma viral.
La capa més externa del virus esta constituida por 260 trimeros de la proteina VP7 (37 kDa)
de 1a cual se proyectan 60 espiculas formadas por dimeros de la proteina VP4 (86 kDa).
Ambas proteinas han sido relacionadas con los eventos tempranos de la infeccién,
especificamente con la entrada del virus a la célula. Ademads, son blancos de anticuerpos
neutralizantes, propiedad que ha permitido clasificar a los rotavirus en diferentes serotipos.
La capa intermedia del virus esta formada por 260 trimeros de la proteina VP6 (45 kDa), la
cual es la mas abundante del virus y constituye aproximadamente el 40% del total de la
proteina viral. Con base a esta proteina, los rotavirus se han clasificado en 7 grupos que se
denominan de la A-G, siendo los grupos A, B y C los de mayor prevalencia en humanos, el

resto se han encontrado iinicamente infectando especies animales.

Epidemiolégicamente, los rotavirus del grupo A son los mas importantes y con base en la
reactividad de anticuerpos contra las proteinas VP7 y VP4, se clasifican en serotipos. A la
fecha los rotavirus se han descrito 13 serotipos de la proteina VP4 (serotipo P) y 14
serotipos de la proteina VP7 (serotipo G). De igual forma, dependiendo de la presencia o

ausencia de dos epitopes en VP86, se clasifican en dos subgrupos antigénicos [ y II.

La capa mas interna de la particula, se encuentra constituida principalmente por 60 dimeros
de la proteina VP2 (102 kDa), esta proteina interactiia con las proteinas VP1 (125 kDa) y
VP3 (88 kDa) formando ¢l ‘core’ del virion envolviendo al genoma viral. (Fig. 1). Las 6
proteinas no estructurales (NSP), se expresan solamente en la célula infectada y se
encuentran implicadas tanto en la replicacién como en la morfogénesis del virus (Arias y

Lépez, 2000).




Introduccion

Fig. 1. Criomicroscopia electrénica de rotavirus. Particula viral completa (Patton, 2000)
1.3 Generalidades de la respuesta inmune.

El sistema inmune de los animales vertebrados posee dos mecanismos de defensa, a) la
respuesta tipo innata y b) la respuesta adquirida. Ambos mecanismos funcionan para
proteger contra los patégenos y sustancias extrafias que pudieran poner en riesgo la
integridad del individuo. Entre ambos mecanismos existen diferencias notables, sin
embargo son interdependientes. El sistema inmune innato consiste de barreras fisicas y
quimicas, v células de la respuesta poco especifica (macrofagos, células NK, basofilos,
eosindfilos y neutréfilos). Este tipo de respuesta se genera de una manera relativamente
rapida y se encuentra siempre preparada en cuanto el microorganismo o macromolécula
entra en comtacto con el organismo. En la actualidad se han descrito receptores de
membrana presentes en las células del sistema inmune innato que promueven la activacién
de células de la respuesta adquirida. Estos receptores son denominados como “receptores
tipo toll” (TLR), los cuales reconocen un grupo limitado pero altamente conservado de
patrones moleculares de patdgenos o bien productos derivados de los mismos. La iniciacion
de una respuesta antimicrobiana depende de la habilidad de los TLRs de detectar estas
moléculas. Los TLRs juegan un papel muy importante entre la respuesta inmune innata y
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adquirida a través de moléculas de superficie y mediadores solubles tales como quimiocinas
y citocinas. Existen 10 de estos receptores identificados en mamiferos, entre los mas
estudiados se encuentran el TLR2, que reconoce petidoglicanos generalmente producidos
por bacterias gram positivas, el TLR3, que reconoce RNA de doble cadena, el cual se
produce en infecciones virales, el TLR4, con afinidad principalmente por lipopolisacaridos
de bacterias gram negativas y el TLR9, que reconoce secuencias CpG no metiladas

generadas por bacterias (Pasare C, Medzhitov R, 2004).

La respuesta adquirida, requiere de un contacto previo con el patogeno o macromolécula en
cuestion, y es la encargada de generar la memoria inmunolégica, la cual protege de manera
especifica contra posteriores contactos con los elementos que indujeron la respuesta
inmune. Las células efectoras de este tipo de respuesta son los linfocitos B y T. Los
linfocitos B en la producen anticuerpos especificos contra un patdogeno o macromolécula,
esta funcién la llevan a cabo mediante el reconocimiento directo del antigeno mediante un
receptor de membrana (BCR). Una vez que el antigeno es reconocido, se lleva a cabo la
activacion de las células B virgenes, lo que conlleva a la diferenciacién de estas células a
céhulas plasmaticas, productoras de inmunoglobulinas solubles que pueden ser secretadas al
torrente sanguineo o bien a mucosas. La funcion principal de estos anticuerpos es el
neutralizar microorganismos patégenos y toxinas que invaden el organismo. Los linfocitos
T se dividen en dos subgrupos, los linfocitos T cooperadores (Th) y los linfocitos T
citotdxicos (Tc). Las células Th reconocen antigenos en forma de péptidos de 13 a 25 aa,
derivados de la degradacion de proteinas exdgenas en el sistema endocitico de las células
presentadoras de antigeno (CPA’s). Estos péptidos son expuestos en asociacion con las
moléculas del MHC II en la membrana celular. La activacion de las células Th es esencial
para la proliferacién y diferenciacion de las células B y Tc a través de la secrecion de
citocinas. Las células Tc reconocen péptidos de 8 a 9 aminoacidos asociados a las
moléculas del MHC 1, producto de la degradacién de proteinas antigénicas en el citosol
celular. La principal funcién de estas células es el reconocimiento y eliminacion de células
tumorales o infectadas con patoégenos intracelulares, a través de citotoxicidad directa, que
puede ser mediada por perforinas o por la induccién de apoptosis a través de la molécula

Fas en la membrana celular. Asimismo, las células Tc secretan citocinas antivirales y
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promotoras de la presentacion de antigeno, como interferon gama (INF-y) y el factor de

necrosis tumoral (TNF),
1.4 Inmunologia de la infeccién por rotavirus y modelos animales de estudio.

Rotavirus infecta vartas especies de mamiferos, tales como, ratones, conejos, cerdos y
bovinos, los cuales se han propuesto como modelos predictivos del desarrollo de la
inmunidad que se presenta durante la infeccién con rotavirus en el humano (Feng, 1997).
Sin embargo el modelo del raton presenta muchas ventajas sobre los demaés. El raton tanto
neonato como adulto es susceptible a la infeccién por rotavirus homologos y heterdlogos,
pero solo en los ratones lactantes de menos de 14 dias de edad se desarrolla la
sintomatologia clinica de la enfermedad (diarrea). En ratones adultos la infeccidén es
asintomatica, por lo que el parametro principal para estudios de proteccion es la cantidad de

antigeno viral excretado en las heces (Bumns ef al., 1995).

Los mecanismos inmunol6gicos que intervienen en la rescolucion de la infeccién por
rotavirus no son del todo claros, sin embargo, en una infeccion por rotavirus se induce una
potente respuesta de anticuerpos séricos e intestinales tanto en humanos como en los
diferentes modelos animales (Offit P., 1994), al parecer la produccién de anticuerpos juega
un papel muy importante en la proteccion, ya que la presencia de anticuerpos IgA's en
mucosas, se correlacionan con la protecciéon contra la infeccién, muy probablemente por un
efecto neutralizante, adem4s estos anticuerpos protegen contra reinfecciones, ya sea de
manera homotipica o heterotipica. Se ha sugerido que IgA’s especificas contra VP6,
anticuerpos no neutralizantes, podrian estar bloqueando la infeccién dentro de la célula
epitelial durante el proceso de transcitocis para ser vertidos al lumen intestinal (Burns et al,,
1996). Esto fue apoyado en ensayos utilizando ratones (cadena J /) que poseen un defecto
en el receptor polimérico de Ig (pIgR) el cual es el responsable de la transcitosis de los
anticuerpos IgA e IgM hacia el lumen de la mucosa. Estos ratones inmunizados
intranasalmente con pseudoparticulas virales carentes de genoma compuestas por las
proteinas VP2 y VP6 de rotavirus producidas in vitro, denominadas como VLP’s 2/6, no

presentan un nivel de proteccion al desafio con rotavirus EDIM en comparacién con los
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ratones control (Schwartz-Cornil I, 2002, Feng, 2002). Con lo que respecta al papel que
juegan las células Th en el modelo del ratén, se ha encontrado que VP6 es un antigeno
blanco importante en ratones BALB/c inmunizados con rotavirus (Bafios et al., 1997; Bruce
et al., 1994). En nuestro laboratorio se determinaron las regiones de VP6 de los
aminoacidos 1-192 y 176-397, los cuales contienen al menos dos epitopes de células Th y
que 1a secuencia 289-302 aa representa uno de ellos (Bafos et al., 1997). Esta secuencia se
encuentra altamente conservada en las diferentes cepas de rotavirus, lo que genera un
reconocimiento heterotipico por parte de las células Th. A nivel funcional se sabe que las
células Th son importantes en la induccion de células B secretoras de IgA contra rotavirus
(Franco y Greenberg, 1999) y que células Th de memoria especificas para VP6 pueden
potenciar la produccién de anticuerpos neutralizantes por parte de las células B con

especificidad para las proteinas de la capa externa de rotavirus (Esquivel, ez al., 2000).

En ratones con infeccidn persistente de rotavirus, deficientes de células By T (SCID), la
transferencia de células Tc anti-rotavirus, ayuda a eliminar la infeccion. sin embargo
cuando las células Tc son contransferidas con células Th especificas de rotavirus, la
reSolucién de la enfermedad es de una manera mas eficiente (McNeal ef al., 1995). Asi
mismo, se demostrd que las células Th especificas contra rotavirus pueden ejercer una

funcion protectora directa cuando son transferidos en ratones SCID con infeccion crénica.

Dado lo anterior, podemos concluir que la infeccién por rotavius induce una respuesta
inmune muy compleja y multifactorial, en donde participan principalmente tres
mecanismos de proteccion, la produccion de anticuerpos, la actividad por parte de las
células Th y Tc y elementos de la respuesta inmune innata. Todos estos mecanismos al
parecer son compensatorios uno del otro, sin embargo, la participacion de los tres es
necesaria en una infeccién natural para la resolucion rdpida y eficaz de la enfermedad y

para proteger contra futuras reinfecciones.
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. ANTECEDENTES

2.1 Vacunas contra rotavirus

Debido gran problema de salud generado por la infeccion con rotavirus a nivel
mundial, el desarrollo de nuevas estrategias de vacunacién efectivas contra este patogeno
ha sido prioritario en las Gltimas décadas. A la fecha se han determinado 4 serotipos G de
importancia epidemiolégica para el humano y dos serotipos P més frecuentes, la asociacién
entre ellos se muestra en la siguiente tabla (Tab. 1). Debido a las diferentes combinaciones
que pueden darse en una particula viral, una de las principales caracteristicas que debe tener
una vacuna contra rotavirus, entre otras, es que sea capaz de generar una respuesia

protectora de manera heterotipica, es decir hacia diferentes serotipos tanto G como P.

Serotipo P (VP4) | Serotipo G (VP7)
P1A Gl
G3
G4
P1B G2

Tabla 1. Serotipos de importancia epidemiologica para el humano y sus asociaciones.

El desarrollo de vacunas contra rotavirus comenzé a finales de los 70’s. Los primeros
ensayos se realizaron, apenas 10 afios después del descubrimiento del virus. Desde
entonces, se han propuesto diferentes estrategias para el disefio de una vacuna capaz de

proteger o al menos disminuir la severidad de la infeccion.

La mayoria de los candidatos a vacuna, se han basado en el uso de virus atenuados,
incluyendo rotavirus aislados de animales y de humanos, la generacion de rearreglantes
provenientes de cepas humanas y animales. Recientemente las nuevas estrategias incluyen
el uso de vacunas de DNA, virus inactivados administrados parenteralmente, proteinas de

fusién y VLP’s (virus-like particles).

La primera generacion de vacunas contra este patogeno se basd en técnicas Jennerianas, en

donde un rotavirus de origen animal era administrado oralmente a humanos esperando que
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se llevara a cabo una infeccién naturalmente atenuada, induciendo una respuesta inmune
que posteriormente confiriera proteccion heterotipica contra la infeccién natural. Estas
vacunas fueron obtenidas a partir de cepas de virus de bovino, ovino y simio. Este enfoque
partié de estudios que mostraron la capacidad de la cepa bovina NCDV de inducir
proteccion cruzada contra rotavirus humanos en terneros recién nacidos. La primera prueba
en campo se realizé con la cepa NCDV RIT-4237, y posteriormente se utilizaron cepas de
mono (RRV) y otras cepas bovinas (WC3-G6P5). La cepa NCVD, fue desarrollada como
vacuna por Smith&Kline Bechmam, la cual pertenece al serotipo G6 no identificado en
cepas de virus humanos. Fue la primera vacuna administrada en humanos, oralmente,
resultando ser inmunogénica, inocua y altamente eficaz en paises desarrollados, pero
pruebas en otros paises como Gambia, Perli, Rwanda y en la poblacién indigena de los
Estados Unidos, mostraron poca o ninguna eficacia. De igual manera sucedi6 con la vacuna
basada en la cepa WC3 de origen bovino, la cual presenté muy alta eficiencia en paises
desarrollados, pero no asi en paises en desarrollo (Clark, HF, 1996). Todos estos candidatos

a vacunas fueron abandonados por presentar eficiencias de proteccién muy variables.

La primera vacuna recombinante utilizada para uso humano distribuida en los Estados
Unidos fue en 1998 producida por la compaiiia Wyeth-Ayert denominada como RRV-TV o
RotaShield. Esta vacuna estaba formada por una cepa _de virus de simioc RRYV (MMU
18006) serotipo G3 y por tres virus rearreglantes. Estos rearreglantes poseian el gen de la
proteina VP7 de tres diferentes serotipos humanos G1, G2 o G4 y los diez genes restantes
pertenecian a RRV. Esta vacuna tetravalente protegio contra los cuatro serotipos humanos
de mayor importancia epidemiolégica. A dosis de 4 x 10° ufp, protegia cerca de un 50 %
contra diarreas causadas por rotavirus, y cerca del 100% contra diarreas severas causadas
por este virus (Kapikian, 2000). A pesar de presentar resultados favorables, fue retirada del
mercado en 1999 por encontrarse asociada directamente con algunos casos de
intususcepcién en nifios vacunados, los cuales presentaban este padecimiento poco tiempo
después de la primera inmunizacién (Greenberg, 2001). La intususcepcién consiste en una
invaginacién del intestino sobre si mismo, causando una obstruccién parcial o total de

dicho 6rgano.

12



Antecedentes

En la actualidad se encuentran en fase IlI de evaluacién, dos vacunas basadas en la misma
estrategia de rearreglantes de RotaShield. Una de ellas Rotateq, de la compaiia Merck, la
cual es una vacuna pentavalente basada en virus recombinantes derivados de la cepa de
bovino WC3 que contienen los genes de las proteina VP4 y VP7 de rotavirus humanos,
pertenecientes a los serotipos G1 a G4 y al serotipo P1A. La segunda, Rotarix, producida
por la compafiia Glaxo SmithKline, es una vacuna monovalente que se basa en una cepa
atenuada de origen humano 89-12 (Ward, 2003). Hasta el momento, ambas vacunas han
demostrado ser seguras y eficaces, aunque siguen en evaluacion para determinar el riesgo

de intususcepcion asociado a ellas.

Ademés del desarrollo de vacunas atenuadas, también se continua en la busqueda de
vacunas que potencialmente pudieran ser més seguras y eficaces, a través de la utilizacién
de tecnologias moleculares, que permitan administrar s6lo los componentes virales de

mayor relevancia en la induccion de respuesta inmune protectora heterotipicas.

Dentro de las estrategias de vacunacion generadas a partir de tecnologia basada en DNA
recombinante, se encuentra la sintesis de VLP’s (virus-like particles), también denominadas
pseudoparticulas virales. Estas se producen generalmente en el sistema de baculovirus
recombinantes que expresan las proteinas estructurales VP2, VP4, VP6 y VP7 de rotavirus.
Las particulas se ensamblan en células de insecto en cultivo, formando estructuras similares
a un virus, pero sin genoma. Estas particulas son incapaces de llevar a cabo una infeccion y
por lo tanto de replicarse, sin embargo, tienen la capacidad de generar respuesta inmune
contra las proteinas que las componen. Se ha ensayado de manera experimental, la
eficiencia de tres tipos diferentes de VLP’s (2/6, 2/6/7 y 2/6/4/7), usando modelos animales
como el ratén, conejos y bovinos, teniendo resultados muy variables dependiendo de la via

de inmunizacion y del adyuvénte utilizado (Jiang, 1999).

El uso de VLP’s ha sido principalmente estudiado en el modelo del ratén, el cual ha
permitido determinar que estas pseudoparticulas son capaces de conferir proteccién bajo
diferentes protocolos. Un ejemplo de lo anterior fue que la administracion de

pseudoparticulas 2/6 y 2/6/7 intranasalmente con el adyuvante LT (endotoxina termolabil
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de E.coli) y toxina de colera (CT) donde se logré una proteccion total contra la infeccion
por rotavirus murinos. Mediante este protocolo se indujeron altos niveles de anticuerpos
IgA’s e Ig(G’s intestinales, asi como IgG’s séricas (O’Neal C., 1998). También se demostrd
que la via intranasal, es mucho mas eficiente que la via oral para inducir respuestas en
mucosas, ya que por la via oral se requiri6 de una gran cantidad de antigeno debido a la alta
degradacion por el tracto digestivo, en cambio, por la via intranasal se requirié 10 veces
menos de antigeno, asi como la mitad de adyuvante, logrando el mismo efecto, reduciendo

el costo de la posible vacuna (O’Neal C, 1997).

Aunque los resultados obtenidos en modelos animales son alentadores, el costo de esta
tecnologia sigue siendo alto, ademas de que las condiciones de almacenaje y transporte
requieren condiciones Optimas de temperatura, lo que limitaria su distribucion al sector de

la poblacion infantil mas necesitado.

En la actualidad, la manipulacion del material genético con fines de expresion de proteinas
heterdlogas, asi como el uso de promotores eucariontes de origen viral constitutivos, han
permitido el desarrollo de las vacunas de DNA. Estas vacunas consisten en la expresién de
las proteinas antigénicas de interés in situ (Ulmer, ef al., 1993), es decir, que las proteinas
codificadas se expresardan directamente en la célula transfectada del animal vacunado,
dependiendo de la via de inoculacién. El DNA desnudo puede ser inoculado directamente,
por via parenteral 0 mucosa, con o sin adyuvantes. Sin embargo la técnica méas eficiente
hasta ahora reportada, es la técnica de “gene gun”, basada en biobalistica, en donde ¢l DNA
es adherido a microparticulas de oro, y utilizando una pistola, las particulas son disparadas
dentro de los tejidos por la via intraepitelial donde existe una gran cantidad de CPA’s. La
eficiencia de esta técnica radica en que el DNA es introducido directamente al citoplasma
de la células, incluyendo las células dendriticas debido a la gran velocidad con la que las

particulas acarreadoras del DNA son expelidas (Tiiting et al., 1999).
Mediante la vacunacion con DNA es posible generar respuesta inmune especificas

comparables a las inducidas por las vacunas atenuadas. Esta tecnologia ha sido evaluada en

modelos de infeccion viral como influenza (Ulmer ef al, 1993), virus de la
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linfocoriomeningitis (Zarozinski et al., 1995) y rabia (Xiang et al., 1994), obteniéndose
respuesta inmune protectora tanto humoral como celular. Actualmente existen varias
vacunas de DNA que estan en fase I de evaluacion clinica en humano (Liljeqvist et al.,
1999). Una de ellas es una vacuna que codifica para los antigenos de superficie de hepatitis
B (HbsAg). Esta vacuna consiste de un plismido que posee un promotor de
citomegalovirus humano el cual se inocula intracpitelialmente mediante la técnica de
biobalistica. Esta vacuna generd anticuerpos de manera especiﬁcé (Tacket, C, 1999), y
aunque se ha seguido evaluando su eficiencia induciendo respuestas humorales y celulares
en individuos voluntarios, serd importante la fase clinica II dé evaluacion que compare esta

tecnologia con las vacunas convencionales (Rottinghaus ST, 2003).

El mecanismo por el cual el DNA desnudo ingresa a las células in vivo aun no se ha
definido, pero independientemente de ésto, el pldsmido lega al nicleo de la célula y
permanece de manera episomal por periodos largos de tiempo por lo que no se puede
descartar la posibilidad de que el plasmido se integre al genoma de la célula (Dumotiel,
2000). Dependiendo de la ruta de administracién, el plasmido dirige la expresion de las
proteinas antigénicas en las ce¢lulas del tejido donde fue inoculado, esto es en células

epiteliales, miocitos, etc.

Se sabe que los plasmidos pueden ser adquiridos directamente por las CPA’s
principahnente las dendriticas, y una vez adentro, el pldsmido expresa el antigeno, que por
consecuencia serd presentado en ambos contextos del MHC. En general, todas las células
de los tejidos animales expresan moléculas de MHC I, y bajo algunas condiciones llegan a
expresar MHC I, sin embargo no expresan moléculas coestimuladoras capaces de activar a
las células T, por lo que muchas veces no existe una respuesta inmune detectable. Debido a
lo anterior se ha propuesto, que el antigeno expresado sale al exterior de la cé€lula, y
posteriormente es asimilado mediante endocitocis por las células dendriticas periféricas al
tejido transfectado, de tal manera que el antigeno captado es procesado y expuesto tanto en
el contexto MHC I como de MHC 11, dando como resultado la activacion de las células T

(tanto Th como Tc) de una manera més eficiente. De igual manera, el antigeno puede ser
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reconocido directamente por los linfocitos B lo que conlleva a la produccién de anticuerpos

especificos (Tiiting T, 2000).

Para el caso de rotavirus, se han evaluado vacunas de DNA que codifican para las proteinas
VP4, VP6 y VP7, todas ellas en el modelo de ratén adulto, en donde como anteriormente se
menciond, es posible determinar el grado de proteccidn, asi como determinar la respuesta
inmune humoral y celular inducida. Sin embargo se han encontrado resultados variables. En
1997, Chen y cols reportaron que ratones vacunados por la via intraepitelial, usando el
método de “gen gun” utilizando plasmidos que codificaban para las proteinas VP4, VP7 o
VP6 del rotavirus Ew, produjeron anticuerpos séricos contra las 3 proteinas, y cuando estos
ratones fueron retados con el rotavirus Ew, se encontrd que los tres plasmidos indujeron
una proteccién casi total contra la infeccion. El mismo grupo reportd, que ratones
inoculados oralmente con plasmidos que codifican para la proteina VP6 del rotavirus
murino EDIM encapsulado en microparticulas sintéticas de polietilenglicol (PEG),
producen anticuerpos séricos especificos contra rotavirus, ademés de anticuerpos IgA's
intestinales, y presentan una proteccion parcial contra la infecciéon con el rotavirus Ew
(Chen et al., 1998). De igual manera, si estos pldsmidos son inoculados via anorectal,
mediante la técnica de biobalistica se genera un mayor nivel de proteccién contra la
infeccién (Chen et al, 1999). Sin embargo, el grupo de Choi en 1998, encontré que los
plasmidos que codifican para las proteinas VP4, VP6 y VP7, inoculados
intramuscularmente generan altos niveles de IgG's séricos antirotavirus, sin embargo, no se
detecta produccion de IgA's intestinales y tampoco se encuentra proteccion al desafio con el
virus murino EC (Choi et al., 1997; Choi et al., 1998).

En un trabajo reciente realizado por el Dr. Esquivel y colaboradores (2002), se logré un
nivel de proteccion de alrededor del 30% contra la infeccidén por rotavirus murino EDIM,
en ratones BALB/c inmunizados i.m. con plasmidos que codifican para VP6 y VP2. Estos
vectores fueron capaces de generar la produccién de anticuerpos séricos especificos contra
las proteinas rotavifales, sin embargo no hubo un aumento en la produccién de IgA's
intestinales. Aunque los ratones inmunizados sé6lo con VP2, no fueron protegidos contra el

reto con el rotavirus EDIM, se observd, que mediante la inoculacion de 100 pg del
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plasmido que codifica para la proteina VP6, coadministrando con 100 pg de VP2, el nivel
de proteccién obtenido es similar a inocular 200 pg de VP6 solo, lo que presupone que el

uso de VP6 y VP2 en combinacion, potencia la respuesta protectora contra la infeccion
(Arias N, 2002).

2.2 Vacunas de RNA (replicones).

El uso de vectores de expresion heterdloga derivados de virus para la terapia génica
y vacunas se ha visto incrementado en los tiltimos afios, contando con un diverso namero
de tipos de virus, siendo de los principales el uso de vectores de RNA. Estos vectores en
principio, fueron seleccionados y modificados para la expresion de proteinas heter6logas en
cultivos de células eucariotes. En la actualidad, los replicones han sido propuestos como
inductores de respuesta inmune protectora contra patégenos y tumores, esto debido a su

capacidad autoreplicativa y a sus propiedades inmunogénicas (estadios de RNAdc),

Los replicones son basados en el genoma de los alfavirus tales como Sindbis, Semliki

Forest Virus o bien el Virus de la Encefalitis Equina (Venezuelan Encephalitis Equine).

El genoma de los alfavirus consta de una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva de
aproximadamente 11.7 kb dentro de una capside de geometria icosahédrica que contienen
240 heterodimeros formados por las proteinas E1 y E2. Son virus que presentan envoltura
lipidica, la replicacion citoplasmatica del genoma de RNA es mediada por cuatro proteinas
virales no estructurales (NSP1-NSP4) que se encuentran codificadas en la cadena principal
del genoma viral. Esta cadena funciona como un RNAm que es traducido directamente por
la maquinaria celular, sirviendo a su vez como templado para la sintesis de un intermediario
~de polaridad negativa, que es utilizado por las proteinas no estructurales como templado
para sintetizar un segundo RNAm subgendmico. Las proteinas estructurales son traducidas
a partir de este RNA subgenémico como una poliproteina que es procesada posteriormente
formando componentes individuales del virion. Este RNA subgenémico puede acumularse

a niveles de 10® moléculas por célula (Frolov, 1996).
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Fig. 2. Ciclo de replicacién de los alfavirus.

De manera natural, los alfavirus se transmiten a los vertebrados por la picadura de los
mosquitos. En los insectos, la infeccién se lleva a cabo de forma crénica, la replicacion es
de manera muy lenta, con el minimo efecto sobre las células infectadas, en contraste,
cuando estos virus infectan células de vertebrados, la replicacién se efectia de una manera
rapida, al parecer como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune del vertebrado.
Esta caracteristica se ve reflejada en células de animales vertebrados en cultivo, ya que el
virus apaga la traduccién de los mRNA celulares aduefidindose rdpidamente de la
maquinaria traduccional, de tal forma que la célula muere en las siguientes 12-24 h post-
infecci6n. Para aplicaciones que requieren de largos tiempos de expresion en células de
vertebrados, mediante el establecimiento de infecciones persistentes en células BHK (Baby
Hamster Kindey), se aislé una variante denominada como SIN-1 (Frolov, 1996). Este virus

posee mutaciones adaptativas permitiendo el desarrollo de una infeccidn persistente sin que
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exista dafio citopético en poco tiempo, por lo tanto, los vectores usados para expresion de
proteinas heterologas en cultivos de células animales, se derivan de esta variante. En
estudios recientes mediante la selecciéon de replicones capaces de generar persistencia en
células BHK manteniendo un nivel de expresién constante, sin un efecto citopatico, se
mapeo un cambio en un aminoé4cido en la posicion 726a de la proteina NSP2 (prolina por
leucina), lo que al parecer reduce la acumulacién del RNA en las células, permitiendo el
establecimiento de clonas de células BHK que mantienen la expresion de los replicones de
manera constitutiva (Rice, C y Wash U, 1997, Perri S., 2000).

Tomando en cuenta estas caracteristicas, la estrategia general para la construccion de los
vectores basados en alfavirus, ha sido sustituir los genes de las proteinas estructurales por
genes heterélogos, manteniendo el control de la via transcripcional, y un alto nivel de
expresion gracias a el promotor altamente activo del RNA subgendmico. Estos replicones
son vectores suicidas, incapaces de empaquetar su progenie y causar una infeccién
productiva (Leitner W2, 2000, Palese P, 1998 ). Los vectores de RNA pueden ser transcritos
in vifro y ser usados directamente, o bien, los replicones pueden ser empaquetados dentro
de particulas cotransfectando un RNA “helper” defectivo que provee de las proteinas
estructurales en trans dando lugar a la formacién de las VRP's (virus-replicons particles).
Otra modalidad dentro del disefio de estos vectores, es el uso de plasmidos con la
informacién requerida para la sintesis de un RNAm que contenga todas las caracteristicas
de un replicon (Dubensky T, 1996).

Aunque inicialmente estos vectores fueron disefiados para la expresion de proteinas
heterolégas en cultivos celulares eucariotes, han surgido recientemente como una
alternativa dentro del uso de vacunas de icidos nucleicos. El uso de replicones presenta
ciertas ventajas sobre el uso de vacunas de DNA desnudo, son capaces de replicarse en
diferentes tipos celulares, seguido de una alta expresioén del antigeno de interés, causando
eventualmente la muerte celular por apoptosis, lo que potencia fuertemente la respuesta
inmune, ademas se requiere de 100-1000 veces menos dosis de pSIN (plasmido que
codifica para las proteinas NSP del virus Sindbis) que de vectores de DNA convencionales

para obtener los mismos resultados (Leitner W, 2000, Hariharan M, 1998). En adicién, la
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replicacién de estos vectores se lleva a cabo en el citoplasma de las células tranfectadas.
Esto en contraste con otros vectores virales como los retrovirus y los adenovirus, los cuales
usualmente se integran al niicleo de las células para llevar a cabo la traducci6n de las
proteinas. Sin embargo estos sistemas son sumamente complejos comparados con los
replicones, ya que mantienen la expresion de las proteinas heterélogas durante largos
periodos de tiempo, ademas de que expresan varias proteinas antigénicas virus-especificas
incluyendo las proteinas estructurales. En el caso de los retrovirus ademés de poseer baja
infectividad in vitro, pueden potencialmente presentarse asociaciones virales, o bien

producir mutagénesis en la célula hospedera (Dubensky T., 1996)

2.3 Inmunidad de los replicones.

El uso de replicones como vacunas contra patdgenos o bien utilizados en la terapia génica
en el tratamiento contra tumores, ha sido ensayado en diferentes modelos animales con el
fin de generar una respuesta inmune protectora. Sin embargo, dependiendo la forma de
replicon que se administre, ya sea en forma de VRP’s, DNA o RNA desnudo, asi como la
via de inoculacion, por via mucosa o parenteral, las respuestas obtenidas han sido muy
variables. Existen grupos que han reportado que aunque las caracteristicas de los replicones
garantizan una alta expresi6bn del antigeno comparado con las vacunas de DNA
convencionales, sin embargo no existe correlacion con la expresién del antigeno in vitro,
con la inmunogenicidad que se puede inducir ir vivo, y que la inmunogenicidad de estos
vectores, no radica en la produccién de antigeno, si no en la induccién de apoptosis en las
células transfectadas por los estadios de doble cadena que generan en el proceso de

replicacién (Fig. 2) (Leitner W, 2003, Ying H, 1999).

La apoptosis bajo este sistema, puede generarse tanto por la via PKR (cinasa dependiente
de RNA de doble cadena) como por la via dependiente de RNAsa L. Ambas son inducidas
por los estadios de RNA de doble cadena (RNAdc) generados en la replicacion del replicén

en el citoplasma.
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En una infecciéon natural por alfavirus, como mecanismo antiviral celular, se activa el
sistema de IFN o/P, el cual es extremadamente complejo y exhibe miltiples niveles de
interconexitn entre la activacion de los diferentes mecanismos antivirales. La acumulacion
de RNAdc, estimula una serie de eventos en cascada en donde los dos més caracterizados
son el complejo 2-5A sintetasa/RNAsa L, y el de PKR. El complejo 2-5A sintetasa/RNAsa
L es constituido por la 2°-5’ oligoadenilato sintetasa (OAS) enzima dependiente de la
presencia de RNAdc y de la RNAsa L citosolica. El RNAdc producido durante la infeccion,
se une a la enzima QAS. Esta enzima se activa y acopla oligoadenilatos que se uniran
especificamente y activaran a la RNAsa L. Esta @ltima, una vez activada degrada el RNA,
inhibiendo la sintesis de proteinas tanto celulares como virales conduciendo a la muerte
celular. La enzima PKR se expresa de manera constitutiva en las células, sin embargo el
estimulo del RNAdc trae como consecuencia la autofosforilacion, y por lo tanto la
activacién. Esta enzima activada, actiia directamente fosforilando los factores iniciadores
de la transcripcion tales como elF-2a, de tal manera que este ya no puede ser reciclado,
reduciendo dristicamente la iniciacién de la transcripcion de los genes celulares. Por otra
parte, esta enzima fosforila a IkB, lo que conlleva a la liberacién de NF«B y a la posible
induccién la muerte celular por apoptosis. Lo anterior ha sido demostrado en el modelo
infectivo de Sindbis, en donde ratones deficientes de las vias dependientes de RNAdc
desarrollan una infeccién letal, en contraste, ratones normales desarrollan una infeccion
subclinica. Este mecanismo antiviral parece ser muy eficiente controlando la diseminacion
de los alfavirus (Ryman K D., 2002). Por lo anterior y debido a que el uso de replicones
mimetiza una infeccién natural, ambas vias parecen estar interviniendo en la induccién de

apoptosis en los sistemas de uso de replicones con fines terapéuticos o de vacunacion.

La apoptosis tiene consecuencias inmunolégicas muy importantes, ya que incrementa la
asimilacién del antigeno por las CPA’s para su procesamiento y presentacién por el MHC I
activando de esta manera a las células T CD8" (Leitner', 2000). Por lo tanto, esta

caracteristica relacionada al uso de replicones, sirve como un adyuvante en este sistema.

21



Antecedentes

En los protocolos utilizando replicones para la induccion de una respuesta inmune
protectora contra tumores, la participacion de las vias RNAsa L y PKR se ha demostrado in

vitro e in vivo utilizando ratones deficientes de apoptosis.

Para el caso de PKR, se ha demostrado su autofosforilacién en células humanas en cuitivo
transfectadas con los replicones, en comparacién con células transfectadas con otros
vectores, en donde no se observé esta fosforilacion, demostrando el efecto especifico de los
replicones. Para la enzima RNAsa L se utilizaron ratones “knockout” de RNAsa L
(Rancel”), en los que la induccién de apoptosis se ve disminuida, y no son protegidos
contra el desarrollo de tumores en este sistema ain después de ser inmunizados con los
replicones (Leitner W, 2003). Se sabe también que las células CD8" son las responsables de
la proteccion obtenida en diferentes ensayos tanto en modelos contra tumores (Ying Han,
1999, Leitner W, 2003, Weng-Fang Ch, 2001), como para algunos antigenos de patégenos
como paludismo y el Virus de Influenza, en donde se observo la secrecion de IFNy en el
medio de cultivo por células aisladas de animales vacunados estimulando in vitro de
manera especifica con el antigeno de interés (Moriya, 1998). De igual manera para PVR
(Virus de pseudorabia) se determiné que la produccién de IFNy no correlaciona con la
produccién de anticuerpos (Dufour, 2002), ya que en algunos animales con titulos altos de
anticuerpos especificos no presentaron proteccién al reto, de manera contraria, algunos
animales sin un titulo de anticuerpos detectable, presentaron altos mniveles de células T

CD8' especificas y proteccion al desafio.

Por otra parte, se sugiere que los replicones inducen una memoria de manera local, ya que
en experimentos recientes utilizando VRP’s que codifican para la proteina Gag de HIV
(SIN-Gag) se demostr6 que la inmunizacion via mucosa, intravaginal (i.vag.) o intrarectal
(i.r.), confiere una proteccion total contra el reto i.vag. € i.1. respectivamente contra el virus
vaccinia (VV) que codifica para la proteina Gag (VV-Gag). Esto se determin6 midiendo la
replicacién del virus VV-Gag en ovarios de ratones inmunizados previamente con SIN-
. Gag. Los ratones vacunados por via intramuscular ¢ intranasal, no presentaron proteccion
contra el reto i.v. o ir. Sin embargo, los ratones inmunizados por la via intranasal,

presentaron un alto titulo de CD8" especificas en la mucosa del iitero y vagina asi como en
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ganglios linfaticos iliacos, sin embargo estos no fueron capaces de proteger al desafio, por
lo que se presupone que la activacion de células T CD8" locales directamente en \tero y

recto, son las responsables de conferir proteccion (Vajdy, 2001).
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III HIPOTESIS.

Los replicones de RNA que codifiquen para las protefnas VP2 y VP6 de rotavirus murinos
inoculados por via intramuscular e intrarrectal, inducirdn una respuesta inmune capaz de

generar una proteccion contra la infeccién por rotavirus en el modelo de ratén adulto.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Construir vectores basados en replicones del virus Sindbis, que expresen las
proteinas VP2 y VP6 de rotavirus murino y evaluar su capacidad de inducir

proteccion contra la infeccién por rotavirus murino en ratones adultos.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Construir replicones de RNA que expresen las proteinas VP2 y VP6 de rotavirus

murino.

2. Evaluar la sintesis de las proteinas VP6 y VP2 en células BHK-21 transfectadas

con los replicones.

3. Inmunizar ratones por via intramuscular e intrarrectal utilizando los replicones
de RNA para VP6y VP2.

4. Evaluar la respuesta humoral en los ratones inmunizados.

5. Determinar si la repuesta inmune inducida por estos vectores confieren

proteccion contra el desafio con una cepa de rotavirus murino.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Diseiio experimental.

A continuacion se describe de manera resumida el disefio experimental empleado en

este proyecto.

Clonar los genes de VP6gw y VP2 ppy en los vectores
pSINrep21 y pSINrep19

l

Expresion en células en cultivo

r

los replicones via i.m y i.r.

Inmunizar ratones libres de patégenos con — | Inmunofluorescencia

Western Blot

Detectar la expresion in vivo, en recto y
en misculo por inmunofluorescencia

Determinar IgA’s intestinales por ELISA en heces

después del reto con EDIM

v

Determinar la produccién de
anticuerpos séricos

Determinar el grado de proteccién (antigeno viral excretado)
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5.2 Construcciones.

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron los genes de las proteinas VP2 y VP6
provenientes de cepas murinas. Ambos genes pertenecen a cepas de rotavirus murinos. El
primer objetivo de este proyecto fue clonar estos genes en los vectores pSINrepl9 y
pSINrep21 (donados por C. Rice Washington University School of Medicine, St. Louis,
Missouri). El replicon pSINrep21, es un plasmido que posee un promotor eucatidtico RSV
(Virus de Sarcoma de Rous), que puede ser transfectado directamente a las células. Por otro
lado, el replicon pSINrep19, posee un promotor de fago SP6 y el RNA debe de ser obtenido
in vitro para posteriormente ser transfectado a las células. Debido a la falta de sitios de
restriccién compatibles tanto en los genes como en los vectores para llevar a cabo una

clonacién dirigida, se sigui6 la siguiente estrategia:

A) Construccién de los replicones pSINrep19-VP6 y pSINrep21-VP6

El gen de VP6 (1377 pb) se obtuvo a partir de la construccién pBKS-VP6 (donado por H.
Greenberg). Este plasmido fue digerido con la enzima BamHI aprovechando que se
encontraban dos sitios a ambos lados del gen. Los fragmentos obtenidos fueron tratados con
la enzima Klenow polimerasa (BioLabs) para rellenar los extremos 5’ sobresalientes y
obtener extremos romos. Posteriormente el gen se purificé mediante un gel de agarosa de
bajo punto de fusion (Cambrex) y clonado en el sitio Smal del plasmido pRS2. El sentido
del inserto, fue confirmado con la enzima de restriccion Hind/II (BioLabs). A partir de la
construccion pRS2-VP6, el gen fue extraido nuevamente utilizando los sitios BssHII'y
Pstl, este Gltimo sitio se rasuré en su extremo 3’ con la enzima T4 polimerasa (BioLabs),

con la finalidad de dejarlo romo.
Los vectores pSINrep19 y pSINrep21, fueron digeridos con las enzimas Mlul compatible

con BssHII del gen y con Pmlil compatible con extremos romos, y defosfatados con

fosfatasa alcalina (Boehringer).
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La purificacion de los fragmentos digeridos se hizo en geles de agarosa de bajo punto de
fusion (Cambrex) al 1%. La banda de interés se aislé e incubo a 70° C por 10 minutos con
1 pl de MgCl; IM. Una vez que la agarosa se tornaba liquida, se agreg6d 1ml de resina
(DNA binding resin, Wizard), se agitd vigorosamente en vortex durante un minuto y
posteriormente esta suspension se paso por una columna Wizard con ayuda de una jeringa
de 3 ml, se lavd dos veces con 1ml de isopropanol grado HPLC (Sigma). El DNA fue
recuperado de la columna centrifugando durante 20 segundos a 13000 rpm con TE 1X
como buffer de elusion. La concentracion de los fragmentos se determind en un gel de
Agarosa (Whittaker Molecular Applications) al 0.8%.

La reaccion de ligacién se llevé a cabo en una relacidon aproximada de 3 a 1 M inserto-
vector. Se incubo a 12° C durante 12 horas con la enzima T4 ligasa (Fermentas). Las
ligaciones se purificaron por el método de fenol-cloroformo e inmediatamente fueron
electroporadas en la cepa de E. coli IM101 utilizando cubetas de electroporar de 0.1mm
dando un pulso de 1.6 kV, 25 mFd, con ¢l controlador de pulso de resistencia fijo al
infinito, en un electroporador BioRad Gene Pulsar. Las células se recuperaron en 1 ml de
medio SOB y se incubaron durante 1 hr a 37°C. Posteriormente el pellet se recuperd
mediante centrifugacion (2 min a 9000 rpm) y se plaquearon en cajas de LB con
Ampicilina (50) e incubaron por 12 horas a 37°C. Se tomaron colonias crecidas en las
placas, y fueron pasadas a medio LB liquido con Ampicilina para pesteriormente extraer
los plasmidos utilizando el kit de purificacién (Roche) o mediante el método fenol-
cloroformo. Las construcciones pSINrep19-VP6 y pSINrep21-VP6 fueron corroboradas

mediante digestiones con la enzima BamHI.

B) Construccion del replicén pSINrep21-VP2.

Bajo el protocolo anteriormente mencionado, el gen de VP2 (2712 pb) se obtuvo a partir de
la construccién pBSK-VP2 (clonado en nuestro laboratorio). El gen fue liberado con las

enzimas BamHI y EcoRI y clonado de manera dirigida en el pldsmido pRS2. El gen VP2,
fue extraido de pRS2 utilizando los sitios BssHII y Pstl, y siguiendo la misma estrategia
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que para el gen de VP6, fue clonado en el vector pSINrep21. Las clonas obtenidas de esta

ligacion fueron corroboradas con la enzima BamH].
5.3 Transcripcion in vitro.

Para obtener el transcrito ir vitro del replicon pSINrep19-VP6, se utiliz6 el kit MEGAscript
(Ambion). El plasmido una vez purificado, fue linearizado con la enzima Xhol (run off). El
DNA linearizado fue purificado por fenol-cloroformo y cuantificado por gel de agarosa al
0.8%. Esta reaccién consiste en agregar 1 pg de DNA linearizado que servird como
templado, la polimerasa SP6 que reconoce el sitio de imicio de la traduccion y una
concentraciéon 50 mM de nucledtidos (ATP, CTP, GTP, UTP), asi como 4 mM de anélogo
de cap con los cuales se sintetizara ¢l nuevo RNA. Una vez realizada la mezcla, se incub6
durante 1 hr a 37°C. El RNA recién sintetizado se purific por el método de fenol-
cloroformo e inmediatamente almacenado a -70°C para evitar su degradacion.

La cuantificacién se llevo a cabo por espectrofotometria a una absorbancia 260 nm y la
integridad del RNA fue determinada mediante un gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X libre
de RNAsas.

5.4 Expresion de los vectores en c€lulas en cultivo.

La expresién de las proteinas VP2 y VP6 se analizé por inmunofluorescencia y Western
blot de células BHK-21 transfectadas con los plasmidos pSINrep21-VP2 y pSINrep21-
VP6, asi como con el transcrito de pSINrep19-VP6. Para esto, se utilizaron dos protocolos
de transfeccién: A) Electroporaciéon y B) Lipofeccion, los cuales se describen a

continuacion.
A) Electroporacién de células BHK-21.
Las células se sembraron en frascos de 150mm, y cuando alcanzaron un 80% de

confluencia fueron tripsinizadas por 5 minutos a 37°C. Se centrifugaron durante 10 minutos

a TA a 2000rpm, se descart6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados con PBS libre de
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RNAsas, centrifugando a 2000 rpm durante 10 minutos cada uno. Para determinar la
viabilidad celular, se hizo una dilucién de células 1:10 en PBS y las células fueron contadas
en hemocitémetro. Se realiz6 un Gltimo lavado y en base a la viabilidad celular obtenida, la
pastilla de células se resuspendio en el PBS necesario para alcanzar una concentracion de 2
x 107 cel/ml para cada electroporacion. Las células fueron colocadas en cubetas de
electroporacion de 0.2mm, se agregaron 10 ng de plasmido o de RNA, segtn el caso, y
posteriormente se dieron dos pulsos en un electroporador BioRad Gene Pulsar, bajo las
siguientes condiciones. 1.5 kV, 25 mFD, con el controlador de pulso de resistencia fijo
sobre el infinito. Inmediatamente después del pulso, las células fueron recuperadas y
cultivadas en placas de 12 y 24 pozos con MEM suplementado al 10% SFB. Estas
condiciones se mantuvieron, tanto para los plasmidos pSINrep21-VP6 y pSINrep21-VP2,
como para el transcrito de pSINrep19-VP6.

B) Ensayos de transfeccién por lipofeccién.

Se utilizaron los diferentes protocolos de transfeccion para Lipofectamina 2000
(Invitrogene), Lipofectamina (Invitrogene) para los plasmidos y Lipofectina (Gibco) para el
caso de RNA. Las células BHK-21 fueron cultivadas sobre cubreobjetos redondos de 10
mm y 18 mm de didmetro, con MEM al 10% SFB en cajas de 24 y 12 pozos (Costar) para

posteriormente hacer inmunofluorescencia.

Los protocolos con lipofectamina y lipofectamina 2000 son muy similares, segin los
requerimientos de cada ensayo, los plasmidos aproximadamente de 800 ng a .} pg por pozo,
fueron mezclado con MEM™ en un tubo de poliestireno de 5mi (Elkay), en otro tubo, se
mezclaron de 14 ul segin el agente de lipofeccion utilizado. Ambas mezclas se dejaron
reposar por 10 minutos a TA. Posteriormente, se combinaron en un solo tubo y se
incubaron 20 minutos a TA. La monocapa de células fue lavada previamente con MEM'
La mezcla final se agrego a las células, y se incub6 durante 2 hrs a 37°C con CO; 5%, y un
ambiente himedo. Los pozos fueron lavados con MEM' dos veces y por uiltimo se agregé
medio MEM suplementado con SFB al 10%. Las células se fijaron a las 48 hrs post-

lipofeccion. Como control de la eficiencia de transfeccién se utilizé el plasmido
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pSINrep21-GFP (clonado en nuestro laboratorio), en donde a las 12 hrs post-lipofeccion se
observé expresion de la proteina GFP in vivo, mediante el microscopio invertido de
epifluorescencia. El pldsmido pSINrep21, fue utilizado como control negativo en todos los

Casos.

Para el caso del RNA obtenido in vitro a partir del replicén pSINep19-VP6, la lipofeccion
se llevé a cabo con lipofectina, en donde las células fueron lavadas con PBS 1X frio por 2
veces. La mezcla de lipofectina con RNA se llevd a cabo de la siguiente manera: Se
mezclaron 4 pl por pozo de lipofectamina en 146 ul de PBS 1X libre de RNAsas, en un
tubo de poliestireno, en otro tubo 4 pg de RNA fue diluido en 150 ul de PBS 1X por pozo,
posteriormente se mezclan ambas combinaciones y se incuban en hielo alrededor de 20
minutos, posteriormente esta mezcla se agregé a la monocapa de células aproximadamente
300 pl por pozo, se incubo en hielo 10 minutos. Las células se lavaron 2 veces con MEM",

Las placas fueron incubadas por 48 hrs a 37°C con 5% de CO; y en ambiente humedo.
5.5 Inmunoflourescencia

La expresion de las proteinas se determind a las 48 hrs post-transfeccion por
inmunofluorescencia. Para ello, la monocapa celular se lavé una vez con PBS y se fijo
durante 20 minutos con PFA (Sigma, Chemicals) al 2%, posteriormente se realizaron 4
lavados con PBS-50mM NH,4C). Una vez fijadas las células, se permeabilizaron durante 15
minutos con un amortiguador de permeabilizacion (PBS-1% BSA, 0.5% Tritén X-100).
Seguido de dos lavados con PBS-50mMNH.CI, las células fueron incubadas durante lhr a
TA con un anticuerpo policlonal contra rotavirus proveniente de conejo anti-YM para
detectar VP6 y anti-EDIM para detectar la proteina VP2 (1:100) diluidos en PBS-1% BSA,
al término de la incubacidn, se realizaron 4 lavados y posteriormente se incub6 con el
anticuerpo secundario de cabra anti-Ig’s totales de conejo (1:100) acoplado a Alexa 488

(Molecular Probes). Las células fueron analizadas por microscopia de epiflourescencia.
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5.6 Western blot

Se realiz6 una seleccion de células BHK-21 transformadas agregando puromicina (SIGMA-
Aldrich) 5ug/ml al medio de cultivo, con la finalidad de enriquecer la poblacion de células
transformadas. Una vez que llegaron a confluencia, aproximadamente en 7 dias, fueron
lisadas utilizando un buffer de lisis (Triton 1%, Tris-HC] pH7.5 50mM, NaCl 150mM,
EDTA 1mM). Los lisados celulares fueron centrifugados a 13,000 rpm por 5 minutos y el
sobrenadante fue analizado en un gel de SDS-acrilamida al 11% en buffer Tris-Glicina. Las
muestras se corrieron a 100 V en el gel concentrador (2ml de H2O destilada, 108 pl de Tris
2M ph 6.8, 330 ul de archilamida bis (30-0.8%), 25 ul de SDS 10%, 25 ul de persulfato de
amonio 10%, 3 ul de Temed) y a 150 V en el gel separador (1.9 ml de agua destilada, 729
ul de Tris 2M pH 8.8, 1.33 pl de archilamida-bis (30-0.8%), 36.5 ul de SDS 10%, 25 pl de
Persulfato de amonio 10% 4 ul de Temed). Posteriormente fue transferido a una membrana
de nitrocelulosaa 50V durante 1 hr, con buffer CAPS (10 mM ciclohexilamino-1-4cido
propanesulfonico-pH11, 10% metanol).

Las membranas de nitrocelulosa, fueron bloqueadas con PBS 1X-Leche al 5% durante 2
horas a TA con agitacion. Después de un lavado con la solucién de lavado PBS 1X- Tween
0.2%, se agregd el anticuerpo primario (1:1000). Para detectar la proteina VP6 codificada
tanto en el replicon de DNA, como en el transcrito de RNA se utiliz6 un anticuerpo
policlonal anti-YM, se incubd durante una hora a TA con agitacion suave, para la proteina
VP2 codificada en e} plasmido pSINrep21-VP2, como anticuerpo de deteccion se utiliz6 un
una mezcla de anticuerpos policlonales anti-EDIM 1:2000 y anti-YM 1:3500 en solucién
bloqueadora. Se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno y por ultimo las
membranas fueron incubadas durante 1 hr con un anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a peroxidasa (1:3500) (Kikegaard y Perry Labs) en todos los casos. Las
membranas fueron lavadas tres veces y la deteccién de las proteinas se realizé agregando
Luminol (Perkin Elemer) como sustrato. Sobre la sefial fue sobrepuesto un film (Kodak) y

revelado segiin las especificaciones del fabricante.
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5.7 Determinacién de la expresién de las proteinas de rotavirus VP6 y VP2 in vivo.

Con la finalidad de comprobar la expresién de las proteinas VP2 y VP6 en ratones
inoculados i.m e i.r con los replicones pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6, se realizaron dos
técnicas histologicas: congelacién del tejido para cortes con cridstato en el caso de
musculos y la inclusion en parafina para el caso de intestino, para cortes en microtomo

convencional. Se utilizaron dos ratones para cada tratamiento.
A) Criohistologia.

Los plasmidos pSINrep21-VP6 y pSINrep21-VP2, se inocularon 25 pg i.m., diluidos en 50
ul de solucion salina estéril al 0.9% agregando 2 pl de tinta india como marcador del sitio
de inoculacién; se utiliz6 el plasmido pSINrep21 vacio como control. Después de 7 dias,
los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. Los cuadriceps fueron extraidos y
fijados con paraformaldehido (SIGMA) al 4% durante 12 hrs. Posteriormente, los tejidos
fueron lavados con PBS 1X y colocados en una solucién de sacarosa al 30% durante toda la
noche. Seguido a lo anterior, los tejidos fueron congelados rapidamente a —70°C e incluidos
en la resina Cryo-M-Bed (Bright Instrument Company Limited). Los cortes se realizaron en
el criostato, de aproximadamente 10 pm de grosor. Los cortes fueron recuperados sobre
laminillas previamente tratadas con una dilucién 1:10 de poly-lisina (Sigma).
Inmediatamente, las laminillas fueron puestas a —70°C hasta su procesamiento. Para la
inmunotincién, fueron puestas a temperatura ambiente y ﬁjadés nuevamente con PFA al
4% por dos minutos, se realizaron 4 lavados con PBS, los cortes fueron permeabilizados
con Triton al 1% en PBS-BSA2%, durante 15 minutos, posteriormente fueron bloqueados
durante 2 horas a TA con una solucién bloqueadora (PBS-Trit6n 0.2%-BSA 2%). Despues
de dos lavados, se agregé el primer anticuerpo de conejo anti-EDIM (1:100) durante 1 hr a
TA, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-Triton 0.2%, y se agreg6 el anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a Alexa 647 (Molecular Probes) (rojo l¢jano) en una

dilucion 1:200.
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B) Inclusion en parafina

Para la via i.r., se inocularon 20 pg de los replicones pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6 y
como contro] el plasmido pSINrep21 vacio, diluidos en 20 ul de solucién salina al 0.9%.
Los ratones fueron sacrificados 72 hrs posteriores a la inoculacién. La region terminal del
intestino aproximadamente 3 cm fue extraida y fijada con PFA (SIGMA) al 4% y
posteriormente procesados para ser incluidos en parafina. Una vez fijados, los tejidos
fueron deshidratados de manera gradual, pasando por recipientes con diferentes
concentraciones de etanol 30%-100%, dejando aproximadamente 30 minutos en cada
alcohol. Posteriormente, fueron transparentados de igual manera con citrisolv
(FISHERbrand) comenzando con una dilucién 1:2 en etanol, hasta llegar al 100% citrisolv.
Los tejidos deshidratados y transparentados se introducen durante 1hr en parafina-citrisolv
1:2 a 65°C, 1 hrs mé4s en una dilucién 1:1 y asi sucesivamente hasta llegar al 100% de
parafina, haciendo dos cambios de parafina de 1hr cada uno (Paraplast X-tra). Los bloques
de parafina fueron almacenados a 4°C hasta su procesamiento. Se realizaron cortes
histologicos de 10mm de grosor en el microtomo. Los cortes recuperados en laminillas con
poly-lisina, fueron sometidos a una desparafinacién progresiva. Inicialmente fueron
introducidos en una solucién 1:2 de citrisolv-parafina ﬂurante 1 hr, posteriormente en una
solucién 1:1 citrisolv-parafina, durante una hora y 2:1 citrisolv-parafina y asi
sucesivamente hasta llegar a 100% de citrisolv. La rehidrataci6n se llevo a cabo de manera
gradual, primeramente eliminado el citrisolv de los tejidos, pasando por diferentes
concentraciones de alcohol hasta llegar a PBS 1X. Una vez rehidratados, los cortes fueron
permeabilizados con Tritén al 1% en PBS-50mM NH;Cl-Leche 1% durante 15 minutos.
Fueron bloqueados durante 2 horas a TA con (PBS-50mM NH4Cl-Leche 1%), se lavaron 4
veces con PBS-50mM NH4Cl y se agregé el anticuerpo anti-EDIM de conejo en una
dilucién 1:100 en soluci6én bloqueadora (PBS-NH,4Cl1-1%Leche) incubado durante 1 hr a
37°C, seguido de 4 lavados, se utilizé un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a
Alexa 647 (rojo lejanc) (Molecular Probes) en una dilucién 1:200. Todos los cortes fueron

analizados por microscopia confocal.
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5.8 Ratones e Inmunizaciones.

Para todos los ensayos se utilizaron ratones singénicos hembras de la cepa BALB/c (H-2%
de 5-6 semanas de edad y nacidos libres de patogenos (Harlan, México). Se utilizaron dos
grupos de 4 ratones para cada via de inoculacion, utilizando en ambos casos un grupo como
control. Los plasmidos (pSINrep21-VP6 y pSINrep21-VP2) fueron purificados por el
sistema (Endo-Free, Qiagen), y cuantificados por espectofotometria a 260 y 280nm. Las
inoculaciones se llevaron a cabo por dos vias, la intramuscular (i.m) e intrarrectal (i.r). Para
la via i.m se realizaron tres inmunizaciones en intervalos de 3, 3, y 2 semanas antes del
reto. Los ratones fueron anestesiados con 150 pl de SEDAVET al 10%-PBS y
posteriormente inoculados en cada cuadriceps utilizando una jeringa de insulina, con
diferentes concentraciones de plasmido (50 pg v 25 ng) diluidos en 50 ul de solucién salina

estéril al 0.9% libre de endotoxinas.

Bajo los mismos intervalos de tiempo, se inocularon 20 ug de plasmido diluidos en 20 ul
de soluci6n salina al 0.9% estéril via i.r. Para ello se utiliz6 una punta de micropipeta

disefiada para cargar geles de acrilamida.

Previo a cada inmunizacién, los ratones fueron sangrados y el suero fue analizado para la

presencia de anticuerpos antirrotavirus por medio de un ELISA.
5.9 Reto con ¢l rotavirus EDIM.

Para llevar a cabo el reto se utilizé el rotavirus murino de la cepa EDIM donado
amablemente por el Dr. Richard Ward proveniente de diarrea de ratones neonatos
infectados. Todos los ratones fueron retados dos semanas posteriores a la Gltima

inmunizacién.

Para el desafio, los ratones fueron inoculados oraimente mediante el uso de una cénula

gastrica con 100 ul de DMEM' conteniendo 1x104uff del rotavirus de la cepa EDIM.
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Previamente, se administraron 100 pul de bicarbonato de sodio al 1.3% para neutralizar los

acidos géstricos.

5.10 Determinacion del grado de proteccion contra rotavirus en ratones inoculados

con los replicones.

Se colectaron heces de los ratones retados diariamente por 8 dias después del desafio, las
muestras fueron almacenadas a -20°C hasta el término del ensayo. Posteriormente las
muestras fueron resuspendidas al 5% (peso/volumen) en una solucién amortiguadora
disolvente que contiene 10mM Tris (pH 7.4), 100 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 5% de suero
fetal de bovino, 0.05% Tween-20, 10 mM azida de sodio, y se almacenaron durante toda la
noche a 4°C para su disgregacion. Las particulas virales contenidas en las heces, fueron
liberadas por agitacion fuerte en un vortex y la suspensién obtenida fue centrifugada a
13000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante conteniendo las particulas, fue analizado

mediante un ELISA de captura.

Las placas de 96 pozos para ELISA (Costar High binding), se sensibilizaron durante toda la
noche a 4°C con un anticuerpo policlonal hiperinmune de cabra diluido 1:5000 en PBS,
después de 2 lavados con TNC (10mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl,) al 0.05%

Tween-20, las placas fueron bloqueadas con una solucién de PBS al 5% de leche
(Camnation, libre de grasa) con 0.05% de azida de sodio por 2 horas a TA. Se realizaron dos
lavados con TNC-Tween 0.05% y posteriormente se agregaron 50 pl del sobrenadante del
homogenizado de las heces por duplicado, las placas fueron incubadas durante 2 hrs a 37°C.
Las placas se lavaron 4 veces y se adicionaron 50 pl de anticuerpo policlonal hiperinmune
contra rotavirus de simio producido en conejo anti-RRV, diluido 1:2000 en solucion de
bloqueo y se incubé una hora a 37°C. Al término de este tiempo, las placas fueron lavadas
4 veces. Se adicionaron 50 pl de un anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG’s de conejo
marcado con fosfatasa alcalina (ZYMED) en una dilucién 1:2600. La placas se incubaron
por 1 hra 37°C. Se realizaron 4 lavados y se agreg6 el sustrato (p-nitrofenil fosfato disodio;
Sigma). Se incubé la reaccion durante 30 y 45 minutos a 37°C tomando lecturas a 405nm
de absorbancia en el lector de ELISAS (Bio-Tek Instruments, Burlington, Vt). Como
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control positivo se utilizo un lisado de células infectadas con el rotavirus RRV. En todos

los casos el valor del control negativo sin antigeno fue restado al resto de la placa.
5.11 Deteccién de anticuerpos IgA’s especificos contra rotavirus en heces.

Para detectar la produccion de IgA’s anti-rotavirus intestinales, las placas de 96 pozos
(Costar, High binding) se dejaron sensibilizando durante toda l1a noche a 4°C con un 50 pl
de anticuerpo policlonal hiperinmune de cabra diluido 1:5000 en PBS con 0.05% de azida
de sodio. Se realizaron dos lavados con TNC-0.05%Tw20, posteriormente, la placa fue
bloqueada con 150 pl de leche al 5% (Carnation, libre de grasa) en TNC-0.05%Tw20
durante dos horas a TA. Seguido de dos lavados, se agregaron 50 pl de lisado proveniente
de células MA 104 infectadas con rotavirus RRV. Las placas fueron incubadas durante 2 hrs
a TA. Se realizaron 4 lavados con TNC-0.05%Tw20 y se agregaron 50 ul por duplicado del
sobrenadante obtenido del homogenizado de las heces anteriormente mencionado. Las
placas fueron incubadas durante 1 hr a 37°C. Posteriormente, las placas fueron lavadas 4
veces e incubadas con 50 ul de una dilucion 1:1000 de anticuerpo de cabra anti-IgA’s de
ratén conjugado a peroxidasa (Kirkegaard an Perry Labs) por 1 hr a 37°C. Después de lavar
4 veces, se adicionaron 50 pl del sustrato o-fenilenediamina (Sigma) en buffer de acetatos y
se incubd por 10-15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregaron 50 ul de
H,SO4 2M para detener la reaccion. Las placas fueron leidas en el lector de ELISA a una

longitud de onda de 492nm.

5.12 Ensayo de ELISA de captura para determinar anticuerpos séricos contra

rotavirus.

Se colectd sangre venosa periférica a partir de una puncién en la cola de cada ratén. Las
muestras fueron colectadas un dia antes de cada inoculacion y por Gltimo un dia antes del
reto, las muestras de sangre total, fueron incubadas durante 30 min a 37°C. Una vez
formados los coagulos, se colocaron a 4°C, aproximadamente 2 hrs, los sueros fueron
separados del paquete celular por centrifugaciéon 10 min a 3500 rpm y almacenados a -20°C

para su posterior analisis. La presencia de anticuerpos séricos se determind mediante la
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técnica de ELISA. Las placas para el ensayo se sensibilizaron durante toda la noche a 4°C
con un anticuerpo policlonal hiperinmune de cabra diluido 1:5000 en PBS con 0.05% de
azida de sodio, seguido de dos lavados con PBS-0.05%Tw20, las placas fueron bloqueadas
con PBS-2%SFB-0.05%Tw20 durante l1hr a 37°C, posteriormente, se realizaron dos
lavados con PBS-0.05%Tw20 y se agregaron 200 ng de virus semipurificado por colchén
de sacarosa. Las placas se incubaron durante 2 hrs a TA, se realizaron 4 lavados con PBS-
0.05%Tw20, posteriormente, se agregaron los sueros de los ratones inmunizados en una
dilucién 1:100 en PBS y fueron incubados durante 1hr a 37°C. Después de 4 lavados, se
agregaron 50 wl de un anticuerpo policlonal de conejo anti-Ig’s totales de ratén (ZYMED)
diluido 1:1000 en la solucién de bloqueo, las placas se incubaron durante 1 hr a 37°C. Se
realizaron 4 lavados y por Gltimo se agregaron 50 ul un anticuerpo policlonal anti-IgG’s de
conejo acoplado a fosfatasa alcalina (ZYMED) diluido 1:1000. Por dltimo, se agregod el
sustrato (p-nitrofenil fosfato disodio; Sigma). La reaccién se incubo durante 30 y 45
minutos a 37°C tomando lecturas a 405 nm de absorbancia en el lector de ELISAS. Como
control positivo, se utilizaron sueros de ratones inoculados via i.m con el plasmido pcDNA-

VP6 y como control negativo, un suero preimnune de raton.
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VI. RESULTADOS

6.1 Construccién de los replicones.

Los genes de las proteinas estructurales VP2 y VP6 de rotavirus murino, se obtuvieron de
los plismidos pBKS-VP6 y pBSK-VP2. Sin embargo, debido a la falta de sitios
compatibles de estas construcciones con los vectores de interés, pSINrep21 y pSINrepl19,
ambos genes se clonaron en el plasmido pRS2 (plasmido con una gran cantidad de sitios de
clonacion). Para ser clonados en pSINrep21 y pSINrepl9, los genes de rotavirus se
obtuvieron a partir de las construcciones pRS2-VP6 y pRS2-VP2 digiriendo con las
enzimas BssHII y Pstl/T4 polimerasa. Por otro lado los vectores pSINrep21 y pSINrep19 se
digiriecron con las enzimas Mlul y Pmll, sitios compatibles con BssHII y Pst1/T4
polimerasa respectivamente. Al llevar a cabo la reaccion de ligacion entre los genes y
vectores, los sitios Pmil y Mlul se perdieron en los plasmidos resultantes, sin embargo se
logro verificar la identidad de cada uno de ellos por digestion con la enzimas de restriccion

BamHI, los mapas de las construcciones finales se muestran en la figura 3.

El plasmido pSINrep21 da como resultado tres fragmentos de 7.5, 1.8 y 1.7 kb digerido con
la enzima BamHI , mientras que la construccion pSINrep21-VP2, origina los fragmentos de
7.5,2.9,1.8,1.7y 1.4kb (Fig. 3A). Los fragmentos derivados de la digestién con la enzima
BamHI de la construccién pSINrep21-VP6, fueron los siguientes: 7.5, 1.8, 1.7 y 1.4 kb
(Fig. 3B). Todas estas construcciones fueron ademas verificadas con las enzimas 4/wNI,
para el caso de pSINrep21-VP2 y Pvul en el caso de pSINrep21-VP6 (datos no mostrados)

Por otro lado, el plismido pSINrepl9 que contiene el gen de VP6 (pSINrepl19-VP6)
digerido con la enzima BamHI produce dos fragmentos de 10.1 y de 1.5 kb, mientras que el
plasmido control pSINrep19 solamente se linearizé observandose un fragmento de 10 kb
aproximadamente (Fig. 3C). De esta manera se confirmé la identidad de todas las
construcciones que contienen los genes de rotavirus VP2 y VP6 clonados en los vectores

derivados del virus Sindbis pSINrep19 y pSINrep2l.
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6.2 Expresion de las proteinas VP2 y VP6 de rotavirus codificadas en los replicones de
RNA pSINrep21-VP2, pSINrep21-VP6 y pSINrepl19-VP6 en cultivo de células de

mamifero.

Para demostrar que los plasmidos pSINrep21-VP2, pSINrep21-VP6 y el transcrito obtenido
in vitro a partir del plasmido pSINrep19-VP6 eran capaces de dirigir la expresion de las
proteinas de rotavirus en células de mamifero, se transfectaron células BHK-21 con los
replicones de RNA y la expresién de las proteinas se analizé por dos métodos, por

inmunofluorescencia y por Western Blot.

Como control negativo, las células se transfectaron con el pldsmido pSINrep21. Para el
caso de las células transfectadas con el RNA, se utilizé un transcrito obtenido in vitro a
partir del plasmido pSINrep19 como control negativo (dato no mostrado). Como control de
transfeccion para todos los ensayos, se utilizé la construccién pSINrep21-GFP (Fig. 4B), v
en el caso del replicon de RNA, se utilizé el transcrito obtenido del replicon pSINrep19-
GFP (dato no mostrado). Ambos vectores fueron previamenteconstruidos en nuestro

laboratorio.
A. Inmunofluorescencia.

La proteina VP2, expresada en células BHK-21 transfectadas con el plasmido pSINrep21-
VP2, mostrd una distribucién citopldsmica, sin ningin patrén de asociacion aparente (Fig.
4F). Como control positivo se utilizé pcDNA3-VP2 (Fig. 4G), en donde fue posible
observar este mismo patrén, En el control negativo, en este caso el replicon pSINrep2l
(Fig. 4A), no se observo florescencia.
Expresando la proteina VP6 en células BHK-21, con los replicones de RNA pSINrep21-
VP6 (Fig. 4C) y con el transcrito obtenido in vitro a partir de pSINrep19-VP6 (Fig.4 D) se
observé la formancién de fibras dentro de las células transfectadas. Este patron fue
corroborado transfectando células con un pcDNA que codifica para VP6, en donde se

observ esta misma caracteristica (Fig. 4 E).

42




Resultados

A. Inmunofluorescencias de células BHK-21 transfectadas con los replicones

Figura 4. Inmunofluorescencias de células BHK-21 transfectadas con los replicones de RNA que

codifican para las proteinas VP6 y VP2 de rotavirus. (A) Control negativo; células transfectadas con el
plasmido pSINrep2l. (B) Control de transfeccion, células transfectadas con el pldsmido pSINrep21-GFP (C)
Células transfectadas con el plasmide pSINrep21-VP6 (D) Células transfectadas con el transcrito obtenido iz
vitro a partir de pSINrep19-VP6. (E) Control positivo, células transfectadas con pcDNA3-VP6 (F) Células
transfectadas con el pldsmido pSINrep21-VP2. (G) Control positivo, células transfectadas con el plasmido
pcDNA3-VP2. Todas las células se analizaron a las 48 hrs. post transfeccion, fijadas con paraformaldehido al
4%. La expresién de la proteina VP2 se detecté con un anticuerpo policlonal contra rotavirus anti-EDIM y la
proteina VP6 con anti-YM ambos sueros producidos en conejo. Posteriormente fueron revelados con un
anticuerpo policlonal anti-IgG’s de conejo acoplado a Alexa 488. Las muestras fueron analizadas por

microscopia de epifluorescencia.
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B. Western blot.

Con la finalidad de determinar que las proteinas detectadas por inmunofluorescencia
correspondian a proteinas completas de rotavirus, se realizaron ensayos de Western blot de
lisados de células transfectadas con los replicones. Para enriquecer la poblacion de células
transfectadas, se utilizé puromicina como medio de seleccion, agregando Sug/ml al medio
de cultivo. Utilizando anticuerpos policlonales, en donde para el caso de VP6 clonado en
ambos replicones, se observa un banda de 45 kDa (Fig. SA y 5B) que corresponde en peso
a la proteina del virus usado como control. Este virus se obtuvo a partir de un lisado de
células MA104 infectadas. En las células transfectadas con el plasmido pSINrep21-VP2, se
detecta una banda de aproximadamente de 102 kDa ademés de tres bandas de menor peso,
de aproximadamente 94, 85 y 77 kDa, se consideran como productos degradacion de la
proteina al momento del procesamiento de la muestra (Fig. 5). Estos productos ya han sido
caracterizados y reportados anteriormente por Zeng y cols. en 1994.

A) Plasmidos B) RNA

1 2 3 4 1 2 3
—=>102kDA

g —>46kDA —> 46kDA

Fig. 5. Western Blot de células transfectadas por electroporacién con los replicones de RNA
pSINrep21, pSINrep21-VP2, pSINrep21-VP6 y pSINrep19-VP6. Las células fueron seleccionadas con
puromicina Sug/ml, durante aproximadamente 7 dias A) Western blot de células transfectadas por
electroporacién con pSINtep21-VP2. En el carril 1A control positivo RRV purificado, en el carril 2A
células transfectadas con el replicon pSINrep21, el carril 3A corresponde a células transfectadas con
pSINrep21-VP2 y el carril 4Aa células transfectadas con pSINrep21-VP6 B) Células transfectadas por
electroporacién con el RNA obtenido in vitro a partir del replicon pSINrep19-VP6. En el 1B, control
positivo, lisado de células MA104 infectadas con RRV, en el carril 2B células transfectadas con el
transcrito del plésmido pSINrepl9 como control negativo, en el carril 3 células transfectadas con el
transcrito del plasmido pSINrep19-VP6.
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6.3 Expresion de la proteina VP6 en tejidos de ratomes inoculados

intramuscularmente e intrarrectalmente con el replicon pSINrep21-VP6.

Con base a los resultados obtenidos en células BHK-21 en cultivo, y con la finalidad de
determinar si los replicones de RNA eran capaces de dirigir la expresion de las proteinas
virales in vivo en los tejidos de los ratones inoculados por las vias de inmunizaciéon i.m. e

i.r., se eligi6 el plasmido pSINrep21-VP6.

Se realizaron cortes histolégicos de recto y de musculo de ratones inoculados i.r. o i.m.
respectivamente, y mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos policlonales
contra rotavirus, se detectd la expresién de la proteina VP6. Por ambas vias se detectd la
expresion de la proteina VP6, corroborando asi, la funcionalidad de estos replicones de
RNA in vivo. (Figs. 6 v 7). En los cortes de masculo, no hay una gran cantidad de fibras
expresando VP6, sin embargo, la sintesis de VP6 es muy clara con respecto al control
negativo, en donde se inoculé el plasmido pSINrep21. A diferencia del musculo, en el
intestino se observa una mayor expresién de VP6, concentrado en regiones que al parecer
corresponden a oOrganos linfoides asociados a mucosas. Como control positivo, se
realizaron cortes de intestino delgado, especificamente de ileon de un ratén infectado con
10° pff de rotavirus murino de la cepa EDIM, al dia 3. Se observd una gran destruccién

celular, asi como una gran cantidad de antigeno viral (Fig. 7A).
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A. Expresion de la proteina VP6 en musculo de ratones inoculados

intramuscularmente con el plasmido pSINrep21-VP6.

Campo claro Fluorescencia Sobreposicién

Fig.6. Expresibén in vive del replicon pSINrep21-VP6 en cortes de transversales de 10 um de grosor en el

musculo de ratones inoculados i.m. A. Control negativo, de misculos cuadriceps de ratones inoculados con
25 pg de pSINrep2l. B yC. Cortes transversales de misculos cuadriceps de ratones inoculados i.m, con 25 pg
del plasmido pSINTep21-VP6. La proteina VP6 fue detectada con un anticuerpo policlonal anti-EDIM y como

anticuerpo secundario anti-IgG’s de conejo acoplado a Alexa 647.
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B. Expresion de la proteina VP6 en intestino de ratones inoculados intrarrectalmente
con el plasmido pSINrep21-VP6.

Campo Claro Fluorescencia Sobreposicién

Fig. 7. Expresion in vive del replicon pSINrep21-VP6é en cortes sagitales de 10 pm el intestino de
ratones inoculados i.r. A. Control positivo, cortes de ileon infectado con rotavirus silvestre EDIM (10° uff)
al dia 3 post-infeccion. B. Cortes sagitales de recto de ratones inoculades con 20 ug del plasmido pSINrep21.
C. Cortes de recto de ratones inoculados i.r. con 20 ug del plasmido pSINrep21-VP6. La deteccién de la
proteina se hizo con un anticuerpo policlonal anti-EDIM como anticuerpo primario y anti-IgG’s de conejo

acoplado a Alexa 647 como anticuerpo de deteccidn.

47



Resultados

6.4 Ensayos de proteccién en ratones inoculados intramuscularmente con los
replicones de RNA.

Para realizar los ensayos de proteccion en el modelo de ratén, se utilizaron dos vias de
inoculacion, una parenteral i.m. y una via mucosa i.r. Ambas vias fueron evaluadas
previamente mediante cortes histologicos de ratones inoculados, en donde aparentemente

- el replicon pSINrep21-VP6 es capaz de expresar la proteina VP6.

Para determinar la capacidad de los replicones de RNA de inducir una respuesta inmune
contra rotavirus por las vias de inmunizacion ya mencionadas, se evaluaron dos parametros.
El primero, fue medir la respuesta humoral determinando la produccién de anticuerpos
especificos contra las proteinas virales, tanto en suero como en intestino de ratones
inmunizados antes del reto, y el segundo parametro fue establecer el grado de proteccion.
Para ello, se determiné la cantidad de antigeno viral excretado en las heces de ratones
inmunizados con los replicones de RNA que codifican para las proteinas VP2 y VP6 y de
los ratones inmunizados con el replicon vacio, y posteriormente fueron retados con un
rotavirus homélogo de la cepa EDIM, de dos a tres semanas después de la tltima

inoculacion,

El protocolo de inoculacién i.m para las construcciones pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6
se llevo a cabo de la siguiente manera. Se inocularon inicialmente 25 pg de plasmido por
cuadriceps y las dos inoculaciones subsecuentes fueron de 12.5 pg por musculo,

posteriormente los ratones fueron retados con un rotavirus murino de la cepa EDIM.

Con lo que respecta a la respuesta humoral antes del reto, en todos los ratones se generé un
alto titulo de anticuerpos (Fig. 8A y 9A), en donde los ratones del grupo control,
inmunizados con el plésmido vacio, presentaron un titulo alto de anticuerpos inespecificos,
el cual es mucho mas evidente en el ensayo de los ratones inmunizados con el replicon
pSINrep21-VP6 (Fig. 9A). A diferencia del ensayo con el replicon pSINrep21-VP2, en
donde se observé una mayor produccion de anticuerpos de los ratones inmunizados con el

replicén que codifica para VP2 con respecto a los ratones del grupo control inmunizados
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con el plasmido vacio. En ninguno de los casos se observd un aumento en la produccién de
IgA’s intestinales antes del reto (Fig. 8B y 9B), ni una potenciacién en la produccion de
anticuerpos intestinales post-reto con respecto a los ratones control. Como control positivo,
para medir la respuesta humoral, se utilizé suero de ratones previamente inmunizados con
el rotavirus murino de la cepa EDIM, asi como algunos sueros de ratones vacunados i.m.
con el plasmido pcDNA3-VP6, el cual es capaz de inducir la produccion de anticuerpos
especificos. Estos sueros dan un valor de alrededor de 1.2 de absorbancia en una dilucién
1:50 a 492 nm. El control negativo para estos ensayos fue un suero de raton preinmune, el
cual da una lectura de 0.1-0.2 bajo las mismas condiciones. En los ensayos de proteccion,
no se observd un efecto significativo sobre la replicacion viral pafa ninguno de los dos

replicones de RNA pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6 inoculados i.m. (Fig. 8C y 9C).
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A. Ensayos de proteccién contra rotavirus EDIM en ratones BALB/c inoculades

intramuscularmente con el replicén de RNA pSINrep21-VP2.

IgA’s intestinales i.r. pSINrep21-VP2
Antlcuerpos séricos I.m pSiNrep21-VP2

25
127~ Control —=— Control
~=— pSINrep21-VP2 2- & pSINrep21-VP2
E 0.8 E s
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Q 04- 8
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e~ Control
— s PSINrep21-vP2

1.2 -

Figura 8. Ensayo de proteccién inmunizando via i.m pSINrep21-VP2. A. Titulo de anticuerpos séricos
anti-rotavirus pre-retro, las muestras fueron colectadas antes de cada inoculacién B. Titulo de anticuerpos

IgA's anti-rotavirus en heces, post-reto. C. Antigeno viral excretado en heces post-reto. dpi, dias post-

infeccién.
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DO 490 nm

B. Ensayos de proteccién contra rotavirus EDIM en ratones BALB/c inoculados

intramuscularmente con el replicén de RNA pSINrep21-VP6.

Anticuerpos séricos : IgA's Intestinales ..m pSINrepVP6
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Figura 9. Ensayo de proteccién via i.m pSINrep21-VP6. A. Titulo de anticuerpos séricos anti-rotavirus
pre-reto, las muestras fueron colectadas antes de cada inmunizacién. B, Titulo de anticuerpos IgA’s anti-
rotavirus en heces post-reto. C. Antigeno viral excretado en heces post-reto. dpi, dias post-infecci6n.
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6.5 Ensayos de proteccién en ratones inoculados intrarrectalmente con los replicones
de RNA pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6.

El protocolo de inmunizaci6n por la via i.r. consisti6 de tres inmunizaciones de 20 ng de
pldsmido cada una. Para la respuesta inmune humoral, el plasmido pSINrep21-VP2 i.r, al
parecer indujo un ligero aumento en la produccién de anticuerpos séricos pero muy inferior
al los detectados en la inoculacion i.m. (Fig. 10A). No se observé produccién de IgA’s
intestinales antes del reto (Fig. 10B). Al desafiar a los ratones con el rotavirus murino, no

se observo ningun efecto sobre la replicacion viral (Fig. 10C).

En el caso del plasmido pSINrep21-VP6 inoculado ir., no se detectd la produccién
significativa de anticuerpos séricos (Fig. 11) ni de IgA’s intestinales antes del reto, ni una
potenciacién en la produccién de IgA’s intestinales post-reto (Fig. 12B, D, E). En el ensayo
de proteccion, se observ6 una ligera tendencia de reduccién en la replicacion viral (Fig.
12A, C, F), en donde la reduccién en el dia 2 es significativa para las tres experimentos
independientes realizando un analisis de varianza (ADEVA), sin embargo, este efecto no es
suficiente para eliminar o al menos disminuir la infeccion, ni para resolverla en menor
tiempo a pesar de que en los ensayos de expresi6n de la proteina in vivo en intestino se

observé una gran cantidad de proteina sintetizada (Fig. 7).
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DO 490nm

A. Ensayos de proteccion contra rotavirus EDIM en ratones BALB/c inoculados

intrarrectalmente con el replicén pSINrep21-VP2.

IgA’s Intestinales ir -pSINrep21-VP2
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Figura 10. Ensayo de proteccidén via i.r. pSINrep21-VP2. A. Titulo de anticuerpos séricos anti-rotavirus,

los sueros fueron colectados antes de cada inmunizacién. B. Titulo de anticuerpos IgA’s anti-rotavirus en

heces post-reto. C. Antigeno viral excretado en heces post-reto. dpi dias post-infeccién.
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B. Ensayos de proteccién contra rotavirus EDIM en ratones BALB/c¢ inoculados
intrarrectalmente con el replicén pSINrep21-VP6,

Anticuerpos séricos

—e— Control
—n- pSiNrep21-VP6
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Fig.11. Titulo de anticuerpos séricos anti-rotavirus de ratones inoculados i..r. con el plismido
pSINrep21-VPé. Los sueros fueron colectados antes de cada inoculacién y analizados por ELISA. Como
control positivo se utiliz6é un suero de ratén inmunizado con el rotavirus EDIM (dato no mostrado).
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C. Ensayos de proteccion contra retavirus EDIM en ratones BALB/c inoculados
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intrarrectalmente con el replicon pSINrep21-VP6.
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Fig. 12. Ensayos de proteccién pSINrep21-VP6 i.r. A, C, E. Replicacién viral en heces post-reto. B,
D, F. Titulo de anticuerpos IgA’s anti-rotavius en heces post-reto. *Reduccion significativa (ADEVA)

(P>0.001).
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6.6 Ensayos de proteccién en ratones inoculados intrarrectalmente con los replicones

de RNA retados con un rotavirus heteré6logo.

El rat6n adulto es susceptible a la infeccién por rotavirus homdélogos y heterélogos, la
infeccién es asintomdtica en ambos casos, sin embargo, la infeccién con virus heterdlogos,
es decir de otra especie, se lleva a cabo de una manera naturalmente atenuada, por lo que la

replicacién viral es menor que a de un virus murino (Burns et al., 1995).

Con la finalidad de detectar un mayor grado de protecciéon con el protocoio de
inmunizacion via i.r. utilizando pSINrep21-VP6, se realizé un solo ensayo utilizando una
cepa de rotavirus heterélogo, en este caso RRV que es una cepa que infecta simios y tiene
una replicacién menor en el modelo del ratén. Bajo este protocolo de infeccibn, si fue
posible observar un efecto de disminucién en la replicacién viral, sin embargo, este
resultado no es concluyente, ya que se requiere mayor niimero de repeticiones del mismo

(Fig, 13) para determinar el efecto observado.

Replicacion viral RRV

2.00 - —e— Control
«- B pSINrep21-VP6

DO 405 nm

Fig. 13. Ensayo de proteccién retando con un rotavirus heterélogo de simio RRYV. Antigeno viral
excretado en heces post-reto. dpi = dias post-reto
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VII. DISCUSION.

Uno de los problemas para generar una vacuna efectiva contra rotavirus ha sido la
existencia de cuatro serotipos de importancia epidemiolégica para el humano, por lo que
uno de los objetivos principales es el disefio de una vacuna capaz de generar una proteccion
heterotipica contra la infeccién. El aprovechamiento de las técnicas moleculares permite
explorar nuevas estrategias de vacunacion utilizando vectores de expresion que codifiquen
para los determinantes antigénicos de mayor relevancia presentes en la particula viral.
Dentro de las nuevas estrategias en el desarrollo de vacunas, utilizando tecnologia
recombinante, es el uso de replicones de RNA, el cual se ha visto incrementado en los
tiltimos afios principalmente para la generacion de una respuesta inmune protectora contra

tumores, y para algunos patogenos.

Los resultados con el uso de replicones de RNA han sido variables y con estrategias de
inmunizacién muy diferentes, tanto por via parenteral como por via mucosa, que van desde
el uso de plasmidos que codifican para un RNA autorreplicativo, RNA autorreplicativo
desnudo obtenido mediante transcripcién in vitro, asi como el uso de particulas de

replicones virales (VRP) generadas en cultivo celular (Kamrud, 1999).

En el presente trabajo se evalu6 la capacidad de replicones basados en el virus Sindbis para
generar una respuesta inmune protectora contra la infeccion por rotavirus en un modelo de
ratén adulto. Se utilizaron dos diferentes replicones, pSINrepl9 y pSINrep21. Estos
vectores codifican para las cuatro proteinas no estructurales del virus Sindbis. Estas
proteinas denominadas nSP1-nSP4, funcionan como una maquinaria de replicacién
independiente de las polimerasas celulares, en donde el RNA que se transcribe, se traduce
en el citoplasma celular. Una vez traducido, este RNA es tomado por la polimerasa viral
como templado para generar intermediarios de RNA de polaridad negativa, que a su vez
sirven como templado para un segundo RNA mensajero subgenémico. Bajo el promotor de
este 0ltimo, se encuentran codificadas las proteinas heter6logas de interés. Este mecanismo
de autorreplicacién da como resultado un importante incremento en la expresion de las

proteinas codificadas en estos vectores.
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Como se menciono anteriormente, la proteccién heterdtipica es una caracteristica
importante en el desarrollo de una vacuna contra rotavirus. Por esta razén las proteinas
estructurales VP2 y VP6 resultan ser buenas candidatas para cumplir con este objetivo por
las siguientes caracteristicas: Son las proteinas mas abundantes y conservadas en la
particula viral de diferentes cepas, y expresadas en el sistema de baculovirus en células de
insecto, son capaces de ensamblarse formando VLPs. Ademas se ha demostrado que estas
pseudoparticulas inoculadas parenteralmente y o en mucosas han generado proteccién
parcial y total contra la infecciéon en modelos animales. (O’Neal ef al., 1998 y Crawford et
al., 1999).

Por otra parte, la proteina VP6 en protocolos de vacunacion génica, utilizando plasmidos
que codifican para esta proteina, ha dado resultados alentadores. En el laboratorio del Dr.
Esquivel, pcDNA-VP6 inoculado intramuscularmente, es capaz de generar alrededor del
30% de proteccién contra el desafio con rotavirus. Ademas co-inoculando pcDNA-VP6 y
pcDNA-VP2, se encontré que la respuesta inmune protectora se ve potenciada (Arias N.,
2002). Otros grupos han reportado altos niveles de proteccién dependiendo de la via y del
adyuvante utilizado cuando han empleado pldsmidos que expresan la proteina VP6, por
ejemplo, inoculando DNA mediante la técnica de biobalistica en el epitelio anorrectal, se
han alcanzando niveles de casi el 100% de proteccion (Chen , 1999). Por via intramuscular,
este DNA es capaz de generar un proteccidn parcial de manera tanto homotipica como

heterotipica en el modelo del ratén (Yang, 2001).

Tomando en cuenta las caracteristicas de VP2 y VP6, asi como la alta inmunogenicidad que
ha sido reportada para los replicones de RNA, se construyeron replicones que codifican
para dichas proteinas, pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6.

Con la finalidad de determinar si los replicones eran capaces de dirigir la expresion de las
proteinas VP2 y VP6 en células de mamifero, se realizaron inmunofluorescencias en
células BHK-21 transfectadas. En el caso de las células transfectadas tanto con el RNA
obtenido in vitro a partir del plasmido pSINrep19-VP6, como con el plasmido pSINrep21-
VP6, la proteina VP6, se observé en forma de filamentos dentro de las células. Este patron
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de expresion por VP6 ya ha sido reportado anteriormente (Nilsson M, 1998) utilizando
VRPs del virus Semliki Forest expresando VP6 en células BHK-21 transfectadas. Al
parecer la expresion de esta proteina individualmente, genera fibras o filamentos. Por el
contrario, en una célula infectada por rotavirus, VP6 se observa estando asociada a VP2
formando estructuras de doble capa (DLPs) que se encuentran en viroplasmas, regiones en
donde se lleva a cabo la replicacion viral. Tenemos evidencias recientes de que esta
proteina es capaz de generar este tipo de patron bajo ciertas condiciones de infeccion. En
nuestro laboratorio, se ha observado que en células MA104 infectadas con la cepa RRV, a
las cuales se les interfiere la traduccion de la proteina NSP5 mediante RNAs de
interferencia (iIRNAs), VP6 forma filamentos, lo que sugiete que esta proteina requiere de
otros elementos que favorezcan la formacion de estructuras similares a las encontradas en
una infeccién natural. De no ser asi, esta proteina, se polimeriza y forma estos filamentos,
que ademas mediante inmunofluorescencia al parecer no se encuentran asociados a

proteinas de citoesqueleto como son actina y tubulina (Lopez T, datos no publicados).

El caso del gen de VP2 clonado en el plismido pSINrep 21, y expresado en células BHK-
21 transfectadas con el replicon, se observa una distribucién citoplasmica uniforme por
inmunofluorescencia. En contraste, en una infeccion por rotavirus en cé€lulas cultivo, VP2

se observa, al igual que VP6, dentro de los viroplasmas.

La técnica de inmunofluorescencia mostré que los replicones son capaces de dirigir la
expresion de las proteinas rotavirales en células de mamifero, sin embargo, mediante esta
técnica no es posible comprobar si estas proteinas estan completas o si la traduccidn se esta
llevando de manera parcial dando lugar a proteinas truncadas. Por esta razén, los pesos
moleculares de las proteinas expresada a partir de estos vectores fueron corroborados por

Western blot a partir de lisados de células transfectadas.

Para el caso de las células transfectadas con el replicon pSINrep21-VP6 o el transcrito de
pSINrep19-VP6, se observé una banda que corresponde al peso de 46 kDa de la proteina
VP6 de rotavirus. Al transfectar células con el plasmido pSINrep21-VP2, se observaron
cuatro bandas, una de 102 kDa correspondiente a la VP2 completa en el virus, y tres més de
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aproximadamente 94, 85 y 74 kDa. Estos productos ya han sido caracterizados con
anterioridad por otros grupos, y al parecer son productos de degradacién de VP2, ya que
agregando inhibidores de proteasas, estas bandas no se observan cuando VP2 es analizada
por geles desnaturalizantes (Zeng C, 1994, Labbé et al., 1991). Estos mismos productos de
VP2 han sido observados al analizar particulas de doble capa sin genoma, sin embargo
cuando estas particulas contienen RNA, los productos ya no son detectables, lo que sugiere
que VP2 asociada a RNA viral es protegida de la actividad proteolitica celular (Brussow et
al., 1990).

Los resultados anteriores, indican que las proteinas VP2 y VP6 codificadas en los
replicones, se sintetizan en células de mamifero. Se intentd cotransfectar las células BHK
con ambos replicones, para determinar si era posible la generaciéon de VLPs 2/6 dentro de
las células transfectadas bajo este sistema, sin embargo, esto no fue posible debido a las
bajas eficiencias de transfeccién (datos no mostrados). La eficiencia de transfeccion de los
plasmidos que codifican para replicones de RNA, ha sido comparada con la de plasmidos
convencionales. Parad6jicamente los niveles de expresiéon de genes reporteros, son
relativamente mas bajos con plismidos que codifican para replicones que con plasmidos
convencionales. Estos resultados sugieren que el transporte de los plasmidos que codifican
para los replicones los replicones al niicleo, es ineficiente o alternativamente, el transporte
de los RNAs transcritos hacia el citoplasma es mucho menos eficiente para los replicones

que para plasmidos de menor tamaiio (Dubensky, T, 1996).

Una vez comprobada la expresion de los replicones en células in vitro, se prosiguid a
demostrar la capacidad del replicén pSINrep21VP6 de expresarse en los tejidos de ratones
inoculados intramuscularmente ¢ intrarrectalmente. Para demostrarlo, se realizaron cortes
histolégicos de los tejidos muscular y rectal de ratones inoculados, segiin fuera el caso, en
donde efectivamente se observo la expresion de la proteina VP6 por inmunohistoquimica.
En el tejido rectal, se observé acumulacion de la proteina al parecer en 6rganos linfoides
que se encuentran asociados a lo largo del recto. La expresion se vio disminuida conforme
se aproxima a ia region anal, y de manera contraria conforme se avanza a la parte distal del

corte, la expresion aument6. Esta particularidad concuerda con la forma en que se llevo a
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cabo la inoculacién, ya que la punta se introdujo dentro del recto casi 1 ¢cm de profundidad,
lo que nos dice que el plasmido posiblemente sea asimilado por células fagociticas que
posteriormente migran a los organos linfoides, donde finalmente la proteina es expresada
y/o procesada. También se observo sefial de la proteina en las microvellocidades del
intestino. Este ensayo se llevo a cabo a las 72 hrs post-inoculacion, en donde aparentemente
hay una gran expresi6n de antigeno. Como control positivo se realizaron cortes de ileon de
un raton infectado con rotavirus EDIM al dia § post-infeccioén, en donde se observé una
gran cantidad de antigeno viral, asi como destruccion de los enterocitos. En el musculo, a
diferencia del recto, se observaron muy pocas fibras expresando la proteina, sin embargo, la

expresion de VP6 es muy clara, a los 7 dias post-inoculacion.

Cabe mencionar que aunque estos vectores habian sido evaluados en células en cultivo,
nunca se habian probado en modelos animales. Los replicones pSINrep21-VP2 y
pSINrep21-VP6 poseen promotor RSV, a diferencia de la mayoria de las vacunas de DNA
y de otros replicones de DNA ya probados en modelos animales, los cuales poseen
promotor CMV. Este altimo promotor es mucho mas usado con este fin, debido a que tiene
la capacidad de expresarse en cualquier célula, ha funcionado con genes reporteros en todas
la lineas celulares analizadas. Por las caracteristicas biologicas de los replicones, esta
deficiencia se ve compensada con la autorreplicacién que genera una gran cantidad de
antigeno, de tal forma que no se considera que esta sea una diferencia significativa para la

expresion del antigeno en células animales.

Con base a los resultados obtenidos por el Dr. Esquivel y cols. inoculando i.m. pcDNA que
codifica para la proteina VP6 y VP2, en donde se induce la produccion de anticuerpos
séricos especificos y en el caso de VP6, cierto grado de protecci6bn en ratones retados con
rotavirus, se decidi6 evaluar esta ruta de inoculacién para verificar mediante la produccion
de anticuerpos especificos, que los replicones eran capaces de inducir una respuesta inmune
humoral sistémica capaz de generar proteccion. La via i.r. se eligié con la finalidad de
generar una respuesta inmune a nivel de mucosa, ya que existe conexion entre diferentes
sitios efectores a lo largo de todo el tracto epitelial mucoso. Se ha reportado que las placas

de Peyer pueden ser sitios muy eficientes de proliferacién de precursores de células B
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productoras de IgA’s, que posteriormente poblaran 6rganos linfoides distantes asociados a
mucosas, incluyendo lamina propia del tracto respiratorio y viceversa. Esto fue demostrado
al inocular VLPs de rotavirus i.n. con los adyuvantes CT y LT, en donde se generd una alta
produccién de anticuerpos tanto séricos como intestinales, siendo esta una ruta mucho mas

eficiente que la via oral o parenteral (O'Neal, 2001).

Los resultados obtenidos por via i.m. inoculando una dosis inicial de 50 pg y dos
subsecuentes de 25 ng del replicon pSINrep21-VP2 y de pSINrep-VP6, no mostraron
diferencia entre la replicacién viral de los ratones inmunizados con el replicoén y los ratones
controles inmunizados con el plasmido vacio, ni un aumento en produccion de IgA’s
intestinales antes del desafio con rotavirus. Estos resultados, confirman que las
inmunizaciones parenterales (regiones anatémicas no asociadas a mucosas) no son muy
eficientes induciendo inmunidad en mucosas. Este protocolo de inmunizacién no genero
proteccion contra el reto, sin embargo, se observo la presencia de anticuerpos séricos, lo

que nos sugiere que si hay activacion de células B a nivel sistémico.

Para los ratones inoculados con el replicon pSINrep21-VP2 se observé un aumento en el
titulo de anticuerpos con respecto al grupo control, aunque hay una caida en el titulo antes
del reto, muy probablemente por la falta de activacion de las células B por parte de las
células transfectadas con los replicones. En los ratones inmunizados con el pSINrep21-
VP6, se observé un aumento en el titulo de anticuerpos, sin embargo, en los ratones del
grupo control inoculados con el plasmido vacio, dieron un alto fondo. Este fenémeno ya ha
sido reportado con el mismo sistema de replicones inoculados i.m. en cerdos (Boisseson,
2002), en donde al utilizar un plasmido que codifica para un replicon pSIN, que codifica
para las glicoproteinas del virus de la pseudorrabia (PRV) encontraron titulos altos de
anticuerpos, atn en los cerdos vacunados con el plasmido vacio, en los cuales se indujo,
ademas de la produccion de anticuerpos inespecificos, un nivel alto de proteccion. Estos
hallazgos contrastan con el uso de un vector de DNA convencional, en donde solo fueron
protegidos contra el reto los animales inmunizados con €l pcDNA que codifica para las

glicoproteinas de PRV.
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Una de las razones por las que pudiera estar ocurriendo este fendmeno, es la presencia de
secuencias CpG no metiladas en los plasmidos. Se ha descrito que estas secuencias son
capaces de inducir una fuerte respuesta inmune del tipo innata a través de la molécula TLR
9 (Boisseson, 2002, Leitner, 2003). Este receptor se expresa principalmente en células B y
células dendriticas, asi como en fibroblastos y osteoblastos. En rat6n, los motivos CpG
activan una cascada de sefializacién en células del sistema inmune principalmente de la
respuesta innata, dando como resultado la activacién de CPA’s, la secrecion de Ig
polirreactivas por los linfocitos B y la secrecion de quimiocinas y citocinas por parte de las
células dendriticas, células B, NK (natural killer) y monocitos. Se ha reportado que el
reconocimiento de estas secuencias CpG, podrian estar activando de manera diferencial las
células del sistema inmune innato (Verthely , 2003). Por otra parte, los estadios de RNA de
doble cadena liberados al medio circundante, podrian estar siendo reconoctdos a través del
TLR 3, también de respuesta innata, siendo estas caracteristicas potentes adyuvantes dentro
de este sistema (Boisseson, 2002, Leitner, 2003). Por lo anterior, se podria estar generando
una gran cantidad de anticuerpos policlonales polirreactivos. Por otro lado, no se descarta la
posibilidad de que las proteinas no estructurales del virus Sindbis codificadas en los

replicones, generen una reaccioén cruzada contra las proteinas de rotavirus.

Adicionalmente, los replicones inducen apoptosis en las células transfectadas debido a la
generacién de intermediarios de RNA de doble cadena durante su replicacion, activando la
respuesta antiviral en las células por la vias PKR y RNAsa L dependientes de RNA de
doble cadena (Leitner, 2003). Ambos mecanismos han sido descritos en una infeccion
natural con alfavirus, en donde se midi6 la autofosforilacién de PKR. Esta cinasa una vez
activada por el RNAdc, fosforila factores del inicio de la traduccion, esto trae como
consecuencia que estos factores no puedan ser reciclados y la transcripcion de los genes
celulares se disminuida de manera drastica. Por otro lado, promueve la liberacion de NF-xB
por fosforilaciéon de IkB, induciendo la muerte celular por apoptosis. La RNAsa L una vez
activada, toma como sustrato el RNA, inhibiendo Ia sintesis de las proteinas celulares y
virales, provocando la muerte de la célula. Ambos mecanismos parecen ser inducidos en

una infeccion natural por Sindbis, de tal manera, que los replicones de RNA al conservar su
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mecanismo de replicacién, mimetizan una infeccion natural y ambas vias antivirales

dependientes de RNAdc son activadas (Ryman, 2002).

La apoptosis tiene consecuencias inmunoldégicas muy importantes, ya que incrementa la
asimilacién del antigeno por las CPA’s para su procesamiento y presentacién por el MHC I
activando de esta manera a las células T CD8" (Leitner, 2000). Por lo anterior, la
inmunogenicidad y la eficacia de las vacunas de DNA se aumenta mediante el uso de
replicones como vectores de expresion, ya que estimulan de manera directa el sistema

inmune innato, siendo esta caracteristica un fuerte adyuvante.

Por via i.r. inoculando tres dosis de 20 ug con el plasmido pSINrep21-VP2 a intervalos de
tres semanas, no se detecto la produccion de anticuerpos séricos especificos, ni aumento en
la produccién de IgA’s y ningin efecto sobre la replicacion viral. Esto sugiere, que la
proteina VP2 por si sola bajo este sistema no es capaz de inducir ningun tipo de respuesta
inmune contra la infeccion por rotavirus. Esta proteina al parecer no posee determinantes
antigénicos importantes en la proteccion contra la infeccion, sin embargo es capaz de
potenciar el efecto de VP6 cuando son coadministradas en plasmidos ¢ bien en forma de
VLP’s.

En cambio, al inocular 20 ug de plasmido replicon pSINrep21-VP6 via i.r., se observo una
ligera tendencia de reduccién de la carga viral excretada en los ratones vacunados con
respecto a los ratones inoculados con el plasmido vacio. En tres experimento
independientes, el dia 2 mostré una disminucién significativa al hacer un analisis de
varianza (ADEVA) (P<0.001) con respecto a los ratones control, sin embargo analizando
todos los dias de infeccidn, no hubo diferencia significativa entre los ratones vacunados y
los ratones control. Debido a que no existe un aumento en las IgA’s, ni produccioén de
anticuerpos séricos, se presume que la disminucion en la cantidad de virus secretado en los
ratones inoculados i.r. con pSINrep21-VP6, es debido a la actividad de células Tc, Th o

ambas y no a la actividad de células B.
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Cuando en el raton se utiliza un virus heterélogo, esto es, un rotavirus aislado de una
especie diferente al raton, la infeccion es menos severa, y es posible observar un mayor
efecto en la proteccion (Offit PA, 1994). Para evaluar si bajo estas condiciones se podia
observar algin grado de proteccion, se realizd un experimento utilizando la cepa RRV
(simio) para retar a los ratones inoculados i.r. con pSINrep21-VP6 bajo el mismo protocolo
que los anteriores. Como se esperaba, se observ una tendencia de disminucién mas notable
en la replicacién viral, sin embargo los resultados son preliminares, por lo que necesario
realizar un mayor nimero de experimentos donde sea posible observar proteccion
heterotipica, ya que como anteriormente se menciond, VP6 es capaz de proteger contra
diferentes serotipos de rotavirus, debido al grado de conservacién que mantiene en

diferentes cepas.

La falta de respuesta protectora contra la infeccion en este modelo bajo las vias de
inoculacién i.m. e i.r., no es clara, ya que al parecer no es un problema de expresion, ni de
transfeccion en los tejidos del ratén. Esto nos lleva a considerar que posiblemente el grado
de activacion de las células del sistema inmune bajo el sistema de replicones no genera una
respuesta inmune adecuada para generar proteccién en la infeccion por rotavirus. Lo que se
puede concluir del desarrollo de este proyecto es que la respuesta inmune contra la
infeccién por rotavirus es mas compleja y multifactorial, por lo que el estudio de los
mecanismos por los cuales la infeccion es eliminada naturalmente por el individuo resulta
ser una herramienta muy 0til para el desarrolle de vacunas capaces de inducir respuestas
rapidas y efectivas contra el virus en una infeccién primaria, ademas de generar memoria
en el individuo vacunado. Por otro lado, a pesar de que los replicones basados en el virus
Sindbis son buenos inductores de actividad celular citotoxica en infecciones virales
persistentes o en procesos neoplasicos (Agapov, 1998, Leitner, 2003), en nuestro sistema
fueron pobres inductores de respuesta protectora, muy probablemente porque la infeccién
por Totavirus es una infeccion aguda, no persistente, por lo que el patégeno es eliminado del
organismo al poco tiempo de la infeccién y en donde la actividad citotoxica no parece ser la
principal responsable de la eliminacién de la infeccién. Sin embargo, no se descarta la

posibilidad de que modificando las condiciones anteriormente utilizadas, asi como la
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coadministracién de pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6, por otra via de mucosas, como la

infranasal, pueda generar una respuesta protectora efectiva.
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VIII. CONCLUSIONES

Los replicones pSINrep21-VP2 y pSINrep21-VP6, son capaces de dirigir la
expresion de las proteinas estructurales VP2 y VP6 de rotavirus en células BHK-21

en cultivo.

El transcrito obtenido in vitro, a partir de la construccion pSINrepl19-VP6, es capaz

de traducirse y expresar la proteina VP6 en cultivos celulares BHK-21.

El plasmido pSINrep21-VP6, se expresa in vive en las fibras musculares de ratones
inoculados intramuscularmente. De igual manera por la via intrarrectal, la proteina
VP6 se expresa en las células de la regién rectal, asi como en 6rganos linfoides

asociados a mucosa.
Bajo las condiciones utilizadas en este proyecto, los replicones pSINrep21-VP2 y

pSINrep21-VP6 no indujeron de manera clara una respuesta inmune protectora

contra la infeccidén por rotavirus en el modelo del raton.
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IX. PERSPECTVAS

La coadministracion de replicones de DNA que expresen las proteinas VP2 y VP6
tanto por via parenteral como por mucosas, podria ser una buena estrategia para
generar una respuesta inmune protectora, ya que es probable que coadministrando
estas dos proteinas generen VLP’s dentro del animal inoculado, lo que aumentaria
la inmunogenicidad de la vacuna utilizada. Esto podria lograrse construyendo
replicones de RNA bicistronicos con las proteinas VP2 y VP6, para asegurar que

ambas proteinas se expresen dentro de la misma célula transfectada.

Utilizar otros métodos de inoculacién del RNA como por ejemplo lipofeccion,
para aumentar la viabilidad del nimero de moléculas de RNA por célula y evaluar
si la respuesta inmune y la proteccién inducida por estos vectores se modifica de

manera favorable.
Evaluar otros sitios de mucosas, por ejemplo, intranasal (i.n)., oral e intrarectal
(i.r.), con plasmidos que codifiquen para los replicones o bien con RNA desnudo,

que codifiquen para las proteinas VP2 y VP6.

Evaluar inmunizaciones por via mucosa utilizando VRP’s obtenidas en cultivo

celular, que codifiquen para las proteina VP2 y VP6.
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