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RESUMEN

La inmunidad preexistente a virus dengue (DenV) es un factor de riesgo de dengue
severo. Anticuerpos dirigidos contra algunos epitopos de un serotipo de DenV
pueden unirse a un DenV de otro serotipo sin neutralizarlo y facilitar su ingreso a
células e incrementar la severidad de una infeccion, fendbmeno conocido como
“potenciacion de la infeccion mediada por anticuerpos” (ADE). Por el contrario,
algunos epitopos pueden inducir anticuerpos neutralizantes de amplio espectro para
los cuatro serotipos de DenV. Esta inmunidad preexistente también es un factor de
riesgo para infecciones por virus Zika (ZikV), un miembro del mismo género al que
pertenece DenV. Por lo tanto, es importante seleccionar epitopos especificos de
estos virus para desarrollar una vacuna que no esté vinculada al fendmeno ADE.
En el presente estudio, se desarroll6 un candidato a vacuna dual contra DenV y ZikV
gue esta disefiado para no inducir ADE. Anteriormente, se identificé un péptido que
mimetiza al “epitopo 1 dependiente del dimero de la proteina E” (EDE1), es decir,
un mimaotopo. El epitopo EDE1 esta conservado en DenV y ZikV, y anticuerpos
dirigidos contra este son capaces de neutralizar a ambos virus sin causar ADE. En
el presente trabajo, el mimétopo fue desplegado en particulas pseudovirales (PPV)
o cépsides vacias de virus adeno-asociado del serotipo 8 (VAA-8) mediante fusion
genética. Las proteinas y particulas quiméricas fueron caracterizadas mediante
Western blot, Dot blot, microscopia electronica de transmision y criomicroscopia
electrénica, mostrando que son reconocidas por un anticuerpo monoclonal
especifico de DenV y ZikV, y no de VAA-8, y que las proteinas quiméricas se
ensamblaron con morfologia tipica de la capside de VAA-8. Grupos de ratones
BALB/c se inmunizaron por via subcutanea o intramuscular con las capsides
modificadas, cipsides nativas o controles. Los ratones inmunizados con cépsides
modificadas produjeron anticuerpos que reconocieron a DenV del serotipo 2 y a
ZikV. Por lo tanto, este trabajo constituye el disefio y la evaluacion in vivo en ratones
de un candidato para una vacuna contra ambos virus. Ademas, se demostré por

primera vez la posibilidad de presentar péptidos inmunogénicos en PPV de VAA-8.
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1. INTRODUCCION

Los virus dengue (DenV) y Zika (ZikV) son miembros del género Flavivirus y son
transmitidos a seres humanos principalmente por picaduras de mosquitos Aedes
aegypti infectados con estos virus. En el caso de ZikV, otra via importante de

transmision es la sexual (Wen y Shresta, 2019).

La mayoria de las infecciones por DenV y ZikV son asintomaticas o causan una
enfermedad leve, pero en algunos casos estas infecciones pueden conllevar a
manifestaciones hemorragicas por dengue severo, o microcefalia o sindrome de
Guillain-Barré (SGB) por ZikV, las cuales pueden dejar graves consecuencias e

incluso causar la muerte (Wen y Shresta, 2019; Ngono y Shresta, 2018).

La manera mas efectiva de evitar la severidad de una infeccion por DenV y/o ZikV
es a través de la vacunacion, la cual es la administracion de una preparacion
biologica o biotecnoldgica (vacuna) que induce una respuesta de defensa frente a
un patogeno determinado (Donnelly, 2017; Chen et al., 2017). Actualmente la Gnica
vacuna aprobada contra DenV (DengVaxia) para su uso en humanos presenta
problemas de seguridad y eficacia (Redoni et al., 2020); y en el caso de ZikV, adn
no hay alguna vacuna con licencia para uso en humanos (Poland et al., 2019).
Asimismo, no existen farmacos o tratamientos eficaces ante una infeccion con estos
dos Flavivirus (Redoni et al., 2020; Poland et al., 2019).

Al desarrollar una vacuna contra DenV y/o ZikV, se debe tener presente el fenémeno
llamado “potenciaciéon de la infeccion mediada por anticuerpos” (antibody-
dependent enhancement) (ADE), el cual, en el caso de DenV, se puede producir
cuando un paciente seropositivo a DenV se vuelve a infectar, pero esta vez con un
serotipo distinto de DenV (Rey et al., 2018). Los anticuerpos existentes en titulos
bajos o con baja afinidad por el segundo virus facilitan la entrada de complejos de
virus no neutralizados con anticuerpos a las células fagociticas que poseen
receptores Fcy, aumentando la carga viral y desencadenando un cuadro de dengue
severo (Wen y Shresta, 2019). DenV y ZikV presentan un alto grado de similitud de
secuencia y de estructura, y el fendbmeno ADE ha sido reportado entre ellos (Rey et

al., 2018; Langerak et al., 2019). A causa de que DenV y ZikV cocirculan en algunas



regiones del mundo, se necesita una vacuna que proporcione proteccion contra

ambos virus sin inducir ADE.

En la actualidad, existen alrededor de 80 registros de evaluacion de ensayos
clinicos de candidatos vacunales contra DenV, y para ZikV, existen al menos 16
registros; sin embargo, menos del 30% contemplan explicitamente evitar el ADE o
ser candidatos vacunales duales (Sun et al., 2020; Thomas y Barrett, 2020; WHO,
2020).

El epitopo conformacional “epitopo 1 dependiente del dimero de la proteina E”
(EDEL), el cual esta conservado entre DenV y ZikV, fue descubierto por Dejnirattisai
et al. (2015); posteriormente, Barba-Spaeth et al. (2016) vincularon este epitopo a
la induccion de anticuerpos neutralizantes contra ambos Flavivirus sin causar el
fendmeno ADE. En nuestro grupo de investigacion, en el Instituto de Biotecnologia
(IBt) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), se descubrié un
péptido que mimetiza al epitopo EDE1, es decir, un mimotopo. Este mimotopo es
una excelente opcion para desarrollar un candidato a vacuna dual contra ambos
Flavivirus. No obstante, las estructuras de los péptidos suelen ser inestables o
pueden perderse al ingresar en el torrente sanguineo (Bottger et al., 2017) y por si
solos resultan ser poco inmunogénicos (O’Rourke et al., 2014). Una estrategia para
aumentar la estabilidad e incrementar la inmunogenicidad de estos péptidos es su
despliegue en particulas pseudovirales (PPV) (O’'Rourke et al., 2014), como las
formadas por proteinas de virus adeno-asociado (VAA) (Nieto et al., 2012, Singer et
al., 2016).

De lo expuesto, el presente trabajo se centré en desplegar el mimo6topo del epitopo
comun entre DenV y ZikV en capsides vacias recombinantes de VAA del serotipo 8
(VAA-8), es decir, en PPV de VAA-8; y evaluar su potencial como candidato a
vacuna dual contra DenV y ZikV en ratones BALB/c.



2. ANTECEDENTES

2.1. Virus dengue (DenV)y virus Zika (ZikV)

2.1.1. Virologia

DenV esta clasificado en cuatro serotipos (DenV-1, DenV-2, DenV-3 y DenV-4), y
ZikV, en un solo serotipo. Ambos virus pertenecen al género Flavivirus de la familia
Flaviviridae (Wen y Shresta, 2019). Los Flavivirus son virus envueltos de simetria
icosaédrica y de forma esférica (Thomas et al., 2014; Paixdo et al., 2017). Estos
virus estan formados por una nucleocpside compuesta de un genoma de RNA de
cadena sencilla, sentido positivo y tamafio aproximado de 11 kb, y de mdultiples
copias de la proteina de la capside (C). La nucleocapside esta rodeada por la bicapa
lipidica derivada de la membrana celular del hospedero. Esta bicapa tiene integrada
180 copias de la glicoproteina viral de envoltura (E), y 180 copias de la proteina
precursora de membrana (prM) en la particula viral inmadura (60 nm de diametro) o
de la proteina de membrana (M, un producto de la protedlisis de la proteina prM) en
la particula viral madura (50 nm de diametro) (Figura 1A) (Mukhopadhyay et al.,
2005; Kostyuchenko et al., 2016; Perera y Kuhn, 2008; Heinz y Stiasny, 2017).

El genoma de los Flavivirus posee un solo marco abierto de lectura que esta
flanqueado por regiones no traducidas 5 y 3’. Este genoma codifica para una
poliproteina precursora, la cual es procesada durante y después de la traduccion
mediante protedlisis, esto resulta en la generacion de las proteinas estructurales C,
prMy E, y las proteinas no estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, y
NS5 (Figura 1B) (Norazharuddin y Lai, 2018; Rey et al., 2018). El N-terminal de las
proteinas prM, E, NS1 y NS4B es producido en el reticulo endoplasmético (RE) de
la célula hospedera mediante peptidasas de péptido sefial del RE, el resto de las
proteinas no estructurales y el C-terminal de la proteina C son producidos en el
citoplasma del hospedero por la proteasa viral NS2B-NS3; y, por ultimo, la proteina
M es producida a partir de la proteina prM mediante accion de la proteasa furina en
el aparato de Golgi (Norazharuddin y Lai, 2018). Las proteinas estructurales estan
involucradas en funciones de entrada a la célula, fusion con membranas y

ensamblaje de las particulas virales. Las proteinas no estructurales presentan



funciones de helicasa, proteasa, RNA polimerasa dependiente de RNA, y otras que
estan principalmente involucradas en el proceso de replicacion viral, la sintesis de
RNA viral, ensamblaje del viridn y la regulacion de las respuestas de la célula
huésped (Norazharuddin y Lai, 2018; Avila-Pérez et al., 2018; Perera y Kuhn, 2008).

Durante el ensamblaje de particulas virales dentro de la célula infectada, las
particulas de Flavivirus como DenV y ZikV atraviesan por un proceso de maduracion
para adquirir su capacidad infecciosa. Al inicio, ambas proteinas se encuentran
formando heterodimeros prM/E, y estos a su vez, forman en total 60 trimeros (60 x
(prM/E)3) que le dan una apariencia puntiaguda a la envoltura viral. Posteriormente,
estas particulas sufren un cambio conformacional reversible y los 60 trimeros de
heterodimeros prM/E se convierten en 90 dimeros de heterodimeros prM/E (90 x
(prM/E)2), los cuales ya presentan el arreglo caracteristico de los dimeros de
proteina E presentes en las particulas virales maduras. Por ultimo, al pasar de
trimeros a dimeros de prM/E, la proteina prM expone el sitio de corte proteolitico
para furina, la cual provoca un cambio conformacional irreversible que induce la
formacién 90 homodimeros de la proteina M y 90 homodimeros de la proteina E, lo
cual resulta en particulas virales maduras (Rey et al., 2018). Debido a que el proceso
de maduracion es ineficiente, no todas las particulas virales ensambladas que se
liberan de las células son maduras, éstas coexisten con particulas inmaduras, y
particulas parcialmente inmaduras o mosaicos. Las particulas inmaduras no fueron
proteolizadas por la enzima furina, mientras que los mosaicos se generan por un
procesamiento de maduracion incompleto, en el que la furina no corta todas las
proteinas prM presentes en la superficie de la particula viral inmadura (Rey et al.,
2018). Las particulas con capacidad infecciosa son las maduras y las parcialmente
inmaduras, mientras que las inmaduras normalmente no tienen esa capacidad; sin
embargo, pueden volverse infecciosas si son endocitadas y la furina del endosoma
corta a la proteina prM (Rey et al., 2018; Wirawan et al., 2019; Richter et al., 2014).
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Figura 1. Estructura de la particula viral de un Flavivirus y organizacién de su genoma. (A)
Representacién esquematica de la estructura de las particulas virales inmaduras y maduras de un
Flavivirus como DenV y ZikV. (B) organizacion gendmica mostrando a las regiones que codifican
para las proteinas estructurales y no estructurales de un Flavivirus (adaptado de Heinz y Stiasny,
2017; Rey et al., 2018).

2.1.2. Transmisién

DenV y ZikV se transmiten a humanos principalmente a través de picaduras de
mosquitos (arbovirus) del género Aedes infectados, siendo Aedes aegypti el
principal vector (Suwanmanee y Luplertlop, 2017). Dentro de las vias alternativas
de transmision, DenV puede transmitirse a través de transfusiones sanguineas,
trasplantes de érganos como higado, ademas existe la posibilidad de transmision
vertical o perinatal (periodo de gestacién, parto y exposicion a leche materna)
cuando la madre se infecta cerca a la fecha de nacimiento (Chen y Wilson, 2016).
En el caso de ZikV, este también se puede transmitir de manera vertical de mujeres
embarazadas infectadas hacia el feto, y de manera horizontal a través de
transfusion sanguinea; y a diferencia de DenV, también se puede transmitir
sexualmente (Figura 2) (Colt et al., 2017; Song et al., 2017).
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Figura 2. Transmision de virus dengue y virus Zika en humanos (modificado de Dénes et al., 2019).

2.1.3. Infeccidn

Las infecciones con DenV son asintomaticas hasta en el 75% de humanos
infectados y una fraccién pequefia (0.5% - 5%) de casos progresa hasta dengue
severo (Schaefer et al.,, 2020). De manera similar, las infecciones con ZikV son

sintomaticas solo en el 20-25% de individuos infectados (Song et al., 2017).

Las infecciones con DenV o ZikV pueden provocar sintomas similares (Figura 3) de
fiebre, dolor retroocular (dengue)/conjuntivitis (Zika), erupciones cutaneas, dolor
muscular, dolor en articulaciones y dolor de cabeza. Por otro lado, se pueden
presentar manifestaciones graves por dengue severo como fiebre hemorragica y
sindrome de choque; y, el SGB en adultos y malformaciones congénitas en fetos,
incluyendo microcefalia (Figura 4), en el caso de ZikV (Suwanmanee y Luplertlop,
2017). En el caso de infecciones por ZikV, incluso los casos asintomaticos pueden

presentar microcefalia o SGB (Lessler et al., 2016).

Desde el punto de vista patolégico, DenV es catalogado como un virus hemorragico,
mientras que ZikV como un virus neurotropico (Suwanmanee y Luplertiop, 2017).

La fiebre hemorragica por dengue se caracteriza por pérdida grave de plasma,

6



hemorragia, disfuncion organica, alteraciéon del conocimiento, disfuncion del
miocardio y disfuncién pulmonar; mientras que el sindrome de choque por dengue
incluye aumento rapido del hematocrito, dolor abdominal intenso, vémitos
persistentes y poca o nula presion sanguinea (Schaefer et al., 2020). La microcefalia
es un trastorno del desarrollo neurolégico, que se caracteriza por una reduccion
marcada en el tamafio del cerebro y el tamafio de la cabeza, esto produce
discapacidad intelectual causada por dafio en la proliferacion celular, y la muerte de
las células progenitoras corticales y su progenie neural (Wen et al., 2017; Song et
al., 2017). ElI SGB es una enfermedad inflamatoria y autoinmune, en la cual el
sistema inmune ataca parte del sistema nervioso periférico causando
entumecimiento, debilidad muscular, paralisis ascendente e incluso la muerte (Lin

et al., 2018).
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2.1.4. Distribucién

DenV fue descubierto en 1943 y desde entonces las infecciones por este virus se
han incrementado principalmente en areas tropicales y subtropicales del mundo. La
infeccion con este virus se considera de interés mundial, ya que se reportan mas de
390 millones de casos totales, 500 mil casos severos de dengue y 20 mil casos de
muerte por dengue al afio (Suwanmanee y Luplertlop, 2017). Es endémico en mas
de 100 paises y actualmente (afio 2020) se estan reportando un gran numero de
brotes en territorios tropicales y paises cercanos a estos como Brasil, México, Perq,
India, Singapur, Estados Unidos, entre otros (CDC, 2020). La distribucion actual del
riesgo de infeccion por DenV se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Distribucién actual del riesgo de infeccion por virus dengue (adaptado de CDC, 2020).

Por otro lado, ZikV fue aislado por primera vez en 1947 de un mono Rhesus
capturado en el bosque Zika, Uganda. En 2007, ocurrio la primera epidemia grande

por este virus fuera de Africa y Asia, en Micronesia; pero no hubo muertes ni



hospitalizaciones (Suwanmanee y Luplertlop, 2017). En febrero del 2016, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré a la infeccién por ZikV como una
emergencia de salud publica de interés internacional debido a su rapida
propagacion en las Américas desde el 2015 y a los casos de microcefalia vinculados
a este virus (McNeil y Shetty, 2017; McCloskey y Endericks, 2017). Alrededor del
afo 2016, se confirmaron mas de 100 mil casos de infeccién por ZikV y alrededor
de 2000 casos de sindrome congénito por ZikV (McNeil y Shetty, 2017). Desde
noviembre del afio 2016, la infeccidon por ZikV ya no es considerada una emergencia
internacional, pero el cambio en la designacioén no significa una disminucién de su
importancia, ya que podrian ocurrir nuevas epidemias con consecuencias graves
(Garg et al., 2018). Actualmente, no se reportan brotes de ZikV, pero existen mas
de 90 paises/territorios, a nivel mundial, con riesgo de infeccién por ZikV, incluyendo
México. La distribucion actual del riesgo se muestra en la figura 6 (CDC, 2019).
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Figura 6. Distribucion actual del riesgo de infeccion por virus Zika (adaptado de CDC, 2019).



DenV y ZikV cocirculan en algunos paises o regiones, esto se debe a que A. aegypti
es el vector principal de ambos y se encuentra ampliamente distribuido alrededor
del mundo (Sun et al., 2020; Langerak et al., 2019).

2.2. Desarrollo de vacunas

2.2.1. Definicion y plataformas de vacuna

Una vacuna es una preparacion biologica o biotecnoldgica que al administrarse
mejora la respuesta de defensa frente a un patégeno determinado (Donnelly, 2017;
Chen et al., 2017). ElI componente principal de una vacuna es el antigeno, el cual
es una parte de un patégeno. Este antigeno es reconocido por el sistema inmune
como extraflo a nuestro organismo, principalmente al unirse e interaccionar con
anticuerpos o receptores de linfocitos By T. La parte del antigeno que es reconocido
por elementos del sistema inmune se denomina epitopo y cuando un antigeno es
capaz de inducir una respuesta inmune se denomina inmunogeno. La finalidad de
las vacunas es inducir respuestas inmunes protectoras mediante la administracion

de inmundgenos (Fishman et al., 2015; Van Regenmortel, 2008).

Existen distintas plataformas o tipos de vacunas, como las de virus vivos atenuados
(VVA) y virus inactivados (VI), las cuales son vacunas de virus completos (vacunas
tradicionales); las vacunas de proteinas recombinantes (PR) o péptidos sintéticos y
particulas pseudovirales (PPV), las cuales pertenecen al grupo de vacunas de
subunidades; y como las vacunas de DNA, RNA mensajero (RNAm), y los vectores
virales (VV) replicantes y no replicantes, los cuales pertenecen al grupo de vacunas
de acidos nucleicos (Thisyakorn y Tantawichien, 2020; Garg et al., 2018; NIAID-
NIH, 2019) (Figura 7).

Las vacunas de VVA se generan por pases sucesivos en animales o cultivos
celulares hasta obtener mutantes con menor capacidad de causar enfermedad,
también se pueden obtener mediante ingenieria genética al inducir mutaciones
dirigidas, al mezclar genomas de diferentes virus (quimeras) o al someter al virus a
condiciones mutagénicas (Burrell et al., 2017; Callaway, 2020; Pierson y Diamond,

2018). Las vacunas de VI se generan por exposicion del virus vacunal a agentes
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guimicos como el formaldehido o a agentes fisicos como el calor o la radiacion
(Burrell et al.,, 2017; Callaway, 2020; Delrue et al., 2012). Las vacunas de
subunidades (PR y PPV) contienen solamente las partes relevantes de un virus para
inducir las respuestas protectoras deseables (Vartak y Sucheck, 2016) y son
obtenidas en su mayoria mediante la tecnologia del DNA recombinante (Calina et
al., 2020). Las vacunas de DNA y RNAm se obtienen por clonacién de la secuencia
del gen que codifica para el antigeno en un vector plasmidico (Chen et al., 2017;
Pandey et al., 2020); y, ademas, para las de RNAm, el pldsmido es linearizado y es
transcrito (Versteeg et al., 2019). Las vacunas de vectores virales se generan por la
insercidon de la secuencia del gen del antigeno de un virus de interés dentro del
genoma de otro virus, y este Ultimo puede o no puede tener los elementos
necesarios para su replicacién; (Rauch et al., 2018; Calina et al., 2020; Shang et al.,

2020; Mak y Saunders, 2006).
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Figura 7. Plataformas empleadas para el desarrollo de vacunas contra virus dengue y virus Zika.
prM: proteina precursora de la membrana; E: proteina de la envoltura; DI, DIl y DIIl: dominios I, Il 'y
lll de la proteina de envoltura; DII-FL: bucle de fusion en DII; TM: dominio transmembrana de la
proteina de envoltura; PS: péptido sefial; JEV: virus de la encefalitis japonesa (modificado de Pierson
y Diamond, 2018).
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2.2.2. Vacunas candidatas contra DenV y ZikV

Actualmente, existe una vacuna contra DenV aprobada para su uso en humanos
desde el 2015, Dengvaxia (fabricada por Sanofi-Pasteur), la cual esta basada en la
plataforma de VVA quiméricos. Esta vacuna estd formulada con cuatro VVA
diferentes (tetravalente), los cuales poseen genomas que contienen todos los genes
del virus de la fiebre amarilla, pero se les reemplazaron los genes de las proteinas
prMy E por los correspondientes de cada serotipo de DenV (Thomas y Yoon, 2019;
Redoni et al., 2020). Sin embargo, esta vacuna presenta problemas de eficacia,
44.6% en nifios menos de nueve afios y 67.8% en adultos; y seguridad, debido a
gue nifios menores de nueve afos presentan riesgo de complicaciones asociadas
a Dengvaxia, y en individuos sin infeccion previa por DenV, la vacuna puede actuar
como una primera infeccion y ponerlos en riesgo durante una segunda infeccién, la
cual esta asociada con dengue severo (Redoni et al., 2020). En el caso de ZikV, no
existe vacuna licenciada para su uso en humanos (Poland et al., 2019).

En la actualidad, varios candidatos vacunales contra DenV y ZikV estan en ensayos
de evaluacion preclinica (en animales) y clinica (en humanos) (Sun et al., 2020).
Hasta el 09 de agosto del 2020, de los ensayos en humanos, existen 37 estudios
registrados en fase | para evaluacion de candidatos vacunales contra DenV, 29 en
fase Il y 14 en fase lll, los cuales estan basados en plataformas de VVA, VI, PR,
vacunas de DNA y VV (WHO, 2020). Entre los candidatos a vacuna contra ZikV,
hay 15 estudios registrados en fase | y uno en fase 2, y las plataformas en
evaluacion son las de VI, péptidos, vacunas de DNA, vacunas de RNAm y VV
(WHO, 2020; Thomas y Barrett, 2020).

Entre los candidatos vacunales en estudios de evaluacion mas avanzados (fase Ill)
contra DenV, se encuentran TDV o DENVax o TAK-003 (fabricada por Takeda), y
TV003/TV005 o LAVA30 o TetraVax-DV (fabricada por NIH y Butantan). Ambos
candidatos emplean la plataforma de VVA (Redoni et al., 2020; Thisyakorn y
Tantawichien, 2020). El candidato TDV se basa en el genoma atenuado de DenV-2
de la cepa PDK53, al cual se le reemplazoé las secuencias de las proteinas prMy E
por las de DenV-1, DenV-3 y DenV-4 para finalmente obtener una formulacién

tetravalente conformada por un VVA de DenV-2, y tres VVA quimeéricos
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pertenecientes a los otros tres serotipos de DenV y DenV-2. En las evaluaciones de
fase | y fase Il participaron 96 y 148 voluntarios sin infeccion previa por DenV,
respectivamente. El candidato generé efectos adversos leves, indujo
seroconversion para los cuatro serotipos en el 62% de los casos y para tres 0 mas
serotipos en el 96% de los casos, con la respuesta inmune mas alta para DenV-2'y
la mas baja para DenV-4. En noviembre del 2019, se publicaron los resultados de
la primera parte de la fase Ill, se obtuvo 80.2% de eficacia total, 95.4% de eficacia
en la prevencion de dengue severo y 74.9% de eficacia en individuos seronegativos.
Este candidato sigue en evaluacién y se esperan nuevos resultados para el 2021.
Por otra parte, el candidato TV003/TV005 fue evaluado en fases | y I, y también
indujo efectos adversos leves y la seroconversién contra todos los serotipos fue
74%, mientras que para tres de los serotipos fue del 92%. Se espera obtener los
resultados de la fase Ill en el 2025 (Redoni et al., 2020; Sun et al., 2020). Y para
ZikV, el candidato més avanzado (fase Il), VRC5283 (fabricado por NIAID), se basa
en un DNA gque codifica a los genes prM y E de ZikV; este candidato al expresarse
in vivo puede formar PPV. Los resultados de la fase | de VRC5283 mostraron que
los 45 individuos evaluados presentaron seroconversion (100%), se indujeron altos
valores de anticuerpos neutralizantes, y respuestas inmunes eficaces de células T
(Sun et al., 2020).

2.3. Fendmeno ADE y vacuna dual contra DenV y ZikV

2.3.1. Fendbmeno ADE en DenVy ZikV

Cuando un individuo se infecta con DenV, en su organismo coexisten particulas
virales maduras, inmaduras y mosaicos. Durante la respuesta inmune contra la
infeccion se producen anticuerpos contra los distintos epitopos de las particulas
virales, incluyendo anticuerpos que reconocen solamente zonas inmaduras
(epitopos cripticos) y anticuerpos que reconocen solo zonas maduras de las
particulas virales (Rey et al., 2018). Ademas de los anticuerpos especificos contra
el serotipo que infectd, se pueden producir anticuerpos de amplio espectro o

reactividad cruzada que pueden reconocer epitopos conservados presentes en los
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cuatro serotipos de DenV, los cuales presentan similitud de 69% a 72% en sus
poliproteinas (Sun et al., 2020; Rey et al., 2018). Algunos de estos anticuerpos
neutralizan (anticuerpos neutralizantes) el ingreso y la replicacion del virus en la
célula blanco, al interferir con las interacciones virus-receptor celular o con la fusion
entre las membranas del virus y del endosoma celular; todo esto mediante el
recubrimiento completo de la particula viral por los anticuerpos (Heinz y Stiasny,
2017).

Algunos de los anticuerpos producidos durante una primera infeccion por DenV
pueden ser los causantes del fenbmeno ADE durante una segunda infeccién por un
serotipo distinto al de la primera infeccién (Figura 8) (Martinez et al., 2017,
Betancourt, 2010; Munar et al., 2019). Este fendmeno se debe a que en esa
segunda infeccién el virus es reconocido, pero no neutralizado por anticuerpos
generados en la primera infeccion. Los complejos virus no neutralizados-
anticuerpos se unen a través de la fraccién constante del anticuerpo (Fc) a los
receptores Fc gamma (FcyR) presentes en monocitos, macrofagos y células
dendriticas, y con esto se facilita el ingreso e incrementa la infeccion. La
consecuencia es una elevada viremia y severidad de la infeccion (Martinez et al.,
2017; Betancourt, 2010; Munar et al., 2019). ElI ADE ocurre principalmente porque
anticuerpos de amplio espectro contra zonas inmaduras de la primera infeccion
reconocen a particulas virales parcialmente inmaduras de la segunda infeccion sin

cubrir las zonas maduras (Rey et al., 2018).

Por otro lado, los anticuerpos de amplio espectro que reconocen epitopos expuestos
en zonas maduras también pueden reconocer particulas inmaduras no estables,
gue exponen transitoriamente los epitopos que normalmente se encuentran en las
zonas maduras (Rey et al., 2018). Un anticuerpo de amplio espectro especifico de
epitopos de zonas maduras puede cubrir a particulas maduras y parcialmente
inmaduras, y, por lo tanto, neutralizar al virus; sin embargo, también puede ser
causante de ADE si no se encuentra en concentraciones suficientes o si tiene baja
afinidad por el antigeno viral (Rey et al., 2018; Fernandez et al., 2017; Sun et al.,
2020).
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Figura 8. Infeccién con virus dengue y representacion esquematica del fenédmeno “potenciacion de
la infeccion mediada por anticuerpos”. (A) Anticuerpos generados durante una primera infeccion con
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alguno de los cuatro serotipos de DenV, en este ejemplo, con DenV-2. (B) Comparacion entre una
primera y segunda infeccion y esquema de ADE, en un macréfago. La segunda infeccién ocurre por
un serotipo distinto al de la primera infeccion (DenV-2), en este ejemplo, DenV-4. ADE: potenciacion
de la infecciébn mediada por anticuerpos, PVM: particula viral madura, PVI: particula viral inmadura,
PVPI: particula viral parcialmente inmadura, Fc: fraccidn constante del anticuerpo, FcyR: receptor Fc
gamma (modificado de Rey et al., 2018; Martin-Acebes et al., 2018).

La existencia del fendmeno ADE entre los serotipos de DenV ha sido evidenciada
en muchos estudios de laboratorio, clinicos y epidemioldgicos. Se ha observado in
vitro en cultivos celulares, in vivo en ratones y en primates no humanos, y en
estudios de cohorte en humanos. De las evaluaciones en humanos, sobresale una
realizada en mas de 6500 individuos (Martinez et al., 2017; Betancourt, 2010; Munar
et al., 2019; Langerak et al., 2019; Katzelnick et al., 2017).

Asimismo, existe evidencia de que el fendbmeno ADE puede ocurrir entre los cuatro
serotipos de DenV y el Unico serotipo de ZikV, debido a que ambos Flavivirus tienen
de 55% a 57%, y de 41% a 47% de similitud entre sus proteinas E y prM,
respectivamente (Sun et al., 2020; Grifoni et al., 2017).

En los estudios de ADE en cultivo celular, se ha observado que anticuerpos aislados
de una infeccion con ZikV pueden incrementar la replicacion de DenV, y de igual
manera, anticuerpos contra DenV potencian la replicacion de ZikV (Martinez et al.,
2017). Con respecto a las evaluaciones in vivo en ratones, existen dos estudios que
demuestran el ADE para DenV mediante el incremento de la severidad de la
enfermedad y mortalidad causada por inmunidad previa contra ZikV (Langerak et
al., 2019); y para el caso de ZikV, hay un trabajo desarrollado por Bardina et al.
(2017), en el que se evidencia ADE con incremento de morbilidad y mortalidad por
previa exposicion a anticuerpos contra DenV. Para el caso de experimentos con
monos Rhesus, un grupo de individuos fueron infectados con ZikV, y posteriormente
infectados con DenV, lo cual resulté en ADE de DenV con infeccion potenciada,
pero sin signos de severidad de la enfermedad. Por otro lado, el ADE de ZikV por
anticuerpos contra DenV no ha sido demostrado hasta ahora en primates no
humanos. En el caso de humanos, existe evidencia de ADE para DenV por
exposicion previa a ZikV, pero no de ADE para ZikV por exposicion previa a DenV
(Figura 9) (Langerak et al., 2019; Katzelnick et al., 2020).
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Estudios de ADE para DenV y ZikV
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Figura 9. Evidencia de fenbmeno “potenciacién de la infeccién mediada por anticuerpos” entre
serotipos de virus dengue, y entre virus dengue y virus Zika. Se muestran resultados de evaluaciones
en cultivo celular, ratones, primates no humanos y en humanos que poseian inmunidad previa o
anticuerpos contra DenV y luego se infectaron con otro serotipo de DenV o ZikV, o que poseian
anticuerpos contra ZikV y luego se infectaron con DenV (Algunas imagenes fueron tomadas de
Corneillie et al., 2019).

El fendmeno ADE puede presentarse de distintas formas, pero se resume en que
existen anticuerpos que potencian la infeccion. Este fendmeno ya se ha reportado
para otros patdégenos, como virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (Robinson
et al., 1988), virus sincitial respiratorio (RSV) (Gimenez et al., 1989), virus del Ebola
(Takada et al., 2001), virus de la influenza, virus del oeste del Nilo, virus de la
encefalitis japonesa, virus de la peritonitis infecciosa felina (Weiss y Scott, 1981),
virus de la fiebre aftosa (Mason et al., 1993), virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino, virus de la fiebre hemorragica de simios, virus del rio Ross,
entre otros (Halstead et al., 2010; Suhrbier y La Linn, 2003; Takada y Kawaoka,
2003; Tirado y Yoon, 2003; Halstead, 2014). Incluso el ADE también se ha reportado
en infeccidbn por bacterias, como Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium
tuberculosis (Zimmermann et al., 2016), y Acinetobacter baumannii (Wang-Lin et al.,
2019); y protozoarios, como Leishmania mexicana (Buxbaum y Scott, 2005;

Halstead, 2014). Estos reportes de ADE presentan evidencia basada en ensayos in
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vitro y/o in vivo (Halstead et al., 2010; Suhrbier y La Linn, 2003; Takada y Kawaoka,
2003; Tirado y Yoon, 2003; Halstead, 2014; Wang-Lin et al., 2019).

2.3.2. Laimportancia de una vacuna dual contra DenV y ZikV, y epitopos de
la proteina E

Debido a que existe riesgo de ADE entre DenV y ZikV, y a que ambos virus son
transmitidos principalmente por el mismo vector y cocirculan en diferentes partes
del mundo (Tang et al., 2016; Sun et al., 2020), se requiere una vacuna que induzca

inmunidad contra ambos virus.

El principal blanco para una vacuna contra ambos virus es la proteina E, la cual esta
formada por tres ectodominios (DI, DIl y DIll) y un dominio transmembrana (TM)
(Figura 10) (Tai et al., 2018). Los epitopos de la proteina E fueron descubiertos
mediante anticuerpos monoclonales (AcMs) aislados de humanos y ratones
infectados con DenV o ZikV (Figura 10) (Diamond et al., 2019; Fibriansah y Lok,
2016). Algunos epitopos solo dependen del monémero de la proteina E para su
formacion, como los presentes en el bucle de fusion (fusion loop) en el DIl (DII-FL),
y en la cresta lateral (lateral ridge) en el DIl (DIII-LR). Por otro lado, otros epitopos
dependen del dimero de proteina E (cuaternarios o conformacionales) para su
formacién, como el “epitopo dependiente del dimero de la proteina E” (EDE), el cual
esta formado por sitios en DI y DIl de un monémero, y por residuos en DIl y DIl del
otro monodmero. Otro epitopo se forma entre la interfase de los DIl de un dimero de
proteina E. Otro epitopo es interdimero y esta formado principalmente por sitios en
DIl de dos dimeros adyacentes, y también, por sitios en DI. Otro epitopo interdimero
se forma entre dos dimeros adyacentes a través de sus DIl (Figura 10) (Dai et al.,
2016; Wang et al., 2016; Fernandez y Diamond, 2017; Diamond et al., 2019).
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Figura 10. Dimero de la proteina E y epitopos de la proteina E identificados mediante anticuerpos
monoclonales (adaptado de Diamond et al., 2019). Cada monémero se muestra formado por un
dominio I, un dominio Il'y un dominio IlI.

Dejnirattisai et al. (2015) identificaron 145 AcMs a partir de células B activadas o
plasmablastos de siete individuos infectados con DenV; posteriormente observaron
gue, de estos anticuerpos, los dirigidos contra el epitopo DII-FL neutralizan a todos
los serotipos de DenV, pero no a ZikV. Por el contrario, los anticuerpos dirigidos
contra el epitopo EDE mostraron actividad neutralizante de amplio espectro para
todos los serotipos de DenV vy el serotipo de ZikV (Barba-Spaeth et al., 2016). El
epitopo EDE se divide en EDE1 y EDE2. El primero no esta glicosilado, mientras
gue el segundo presenta N-glicosilacién en la posicion N154 de la proteina E. La
neutralizacion viral es mayor a través de AcMs dirigidos contra EDE1 en
comparacién a la obtenida mediante AcMs anti-EDE2 (Fernandez et al., 2017,
Barba-Spaeth et al., 2016). El epitopo DII-FL es un epitopo criptico, y, por lo tanto,
los anticuerpos dirigidos contra este epitopo no pueden unirse con una
estequiometria suficiente para neutralizar al virus, en particulas virales parcialmente
inmaduras; lo cual finalmente lo vincula con el fendmeno ADE (Sun et al., 2020;
Barba-Spaeth et al., 2016). En general, los anticuerpos contra el epitopo FL e
incluso contra la proteina prM estan fuertemente vinculados con la induccion de
ADE, y ambos anticuerpos se han encontrado de manera predominante entre los
componentes de la respuesta inmune humoral en pacientes que cursaron por una
infeccion con DenV (Rey et al., 2018). Por lo tanto, inmunizar con una vacuna que
contenga a la proteina E completa o a la proteina prM, tiene el riesgo de inducir

ADE. Un candidato vacunal basado en solo un epitopo, por ejemplo, el epitopo EDE,

19



podria ser una opcién de vacuna dual contra ambos Flavivirus sin riesgo de inducir
ADE

2.3.3. Mimotopos como candidatos vacunales y su uso contra DenV y ZikV

Muchos de los epitopos que inducen proteccion sin vincularse a fenbmenos como
el ADE no estan conformados por una secuencia lineal de aminoacidos (epitopos
lineales), sino de secuencias discontinuas que forman una estructura determinada
(epitopos conformacionales) (Figura 11A), lo cual dificulta su obtencion aislada del
resto de epitopos no deseados a partir de un antigeno (Barba-Spaeth et al., 2016;
Buhrman y Slansky, 2013; O’Rourke et al., 2014; Sanchez-Trincado et al., 2017;
Muller, 1999).

Una alternativa para la obtencién de un epitopo conformacional de manera aislada
es el uso de un mimaétopo. Este es un péptido de secuencia diferente a un epitopo,
pero mimetiza su capacidad de unién al complejo mayor de histocompatibilidad
“‘major histocompatibility complex (MHC)” y a las inmunoglobulinas, y de ser
reconocido por células del sistema inmune, como linfocitos B y T. EI mimétopo
puede inducir la respuesta inmune como si fuera el epitopo original (Figura 11A)
(Crawford et al., 2004; Knittelfelder et al., 2009).

Uno de los métodos mas empleados para la identificacibn de mimétopos es la
técnica de despliegue en fagos, debido a que permite evaluar la afinidad entre
librerias de péptidos expresados en la superficie de fagos recombinantes y AcMs
gue reconocen a un epitopo especifico. Para esto, la mezcla de fagos
recombinantes se tamiza con un anticuerpo monoclonal (AcM) unido a una
superficie, se realizan lavados para retirar los fagos que no se unieron, se eluyen
los fagos unidos y se amplifican en cultivos bacterianos. Esta ronda de tamizaje se
repite por una o mas veces para enriquecer a los péptidos con alta afinidad por el
anticuerpo. Se secuencian los fagos para identificar a los péptidos que interactuaron
con el anticuerpo, y finalmente se seleccionan los péptidos que mas veces se
repitieron en la secuenciacion, los que serian los mas afines (Figura 11B) (Gagic et
al., 2016; O’'Rourke et al., 2014).
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Figura 11. Tipos de epitopo, mimétopo, y la técnica de despliegue en fagos. (A) Esquema de un
epitopo lineal formado por residuos continuos, un epitopo conformacional formado por residuos
discontinuos, un mimoétopo formado por residuos discontinuos, y sus interacciones con anticuerpos.
(B) Descubrimiento de un mimétopo mediante la técnica de despliegue de péptidos en fagos y su
interaccién con un anticuerpo monoclonal (modificado de Sanchez-Trincado et al., 2017; Gagic et
al., 2016).

Diferentes estudios han evaluado candidatos a vacuna contra diferentes virus
basados en mimétopos. Un trabajo reportado por Steward (2001) evalué un
candidato vacunal basado en mimétopos de un epitopo conformacional de la
proteina de fusion de RSV, este indujo anticuerpos neutralizantes contra RSV y
redujo el titulo de virus en ratones que fueron retados con RSV después de ser

inoculados con los mimaGtopos.

En el 2009 se reportd la induccion de anticuerpos IgG especificos contra la
glicoproteina de virus de la rabia, mediante la administracion de mimotopos en
ratones BALB/c (Houimel y Dellagi, 2009). Hessell y colaboradores (2016) indujeron
anticuerpos neutralizantes especificos contra la region hipervariable 3 (V3) de la

proteina de envoltura gp160 de HIV, inmunizando macacos Rhesus con mimotopos
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de V3. Otros estudios también han generado mimoétopos de antigenos de virus de
la hepatitis A, de la hepatitis B, de la hepatitis C y de virus de la encefalitis japonesa
(Szalai et al., 2008).

Para el caso de una vacuna dual contra DenV'y ZikV, la M. en C. Esmeralda Cuevas
de nuestro grupo de investigacion ha descubierto tres mimétopos del epitopo EDE1
(datos no publicados) a través de la técnica de despliegue en fagos y el AcM EDE1-
C8, el cual fue descubierto por Dejnirattisai et al. (2015) como un anticuerpo que
neutraliza a los cuatros serotipos de DenV y a ZikV. De los mimétopos identificados,
uno con secuencia “HSPLEKPVPHRS” resulté ser el mejor segun los resultados de
la técnica de despliegue en fagos, por lo que resulta el mas atractivo para emplearse
como vacuna. Al realizar alineamientos con las proteinas E de DenV-2 y ZikV, este
mimotopo se alined desde la posicion 94 para DenV-2, y desde la posicion 72 para
DenV-2 y ZikV al invertir la secuencia del mimétopo, presentando de dos a cuatro
aminoacidos idénticos, y otros con similares caracteristicas fisicoquimicas
(posiciones referentes a proteina E de DenV-2 cepa Nueva Guinea, numero de
acceso: AF038403.1; y, proteina E de ZikV cepa africana MR-766, numero de
acceso: KX377335.1) (Figura 12). Estas posiciones de la proteina E forman parte
de las regiones de interaccion con el anticuerpo EDE1-C8 descritas por Barba-
Spaeth et al. (2016).
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Figura 12. Alineamiento entre la secuencia de la proteina E de virus dengue del serotipo 2 o virus
Zika y la secuencia del mimotopo. (A) Alineamiento entre la secuencia de la proteina E de DenV-2 y
la secuencia del mimétopo. (B) Alineamiento entre la secuencia de la proteina E de DenV-2 y la
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secuencia invertida del mimotopo. (C) Alineamiento entre la secuencia de la proteina E de ZikV y la
secuencia invertida del mimétopo.

2.4. Virus adeno-asociado (VAA)

VAA pertenece a la familia Parvoviridae y al género Dependovirus. Este virus para
su replicacion requiere de la coinfeccion de la célula huésped por otros virus como
adenovirus, hespesvirus o virus del papiloma humano (HPV) (virus auxiliares), o una
sefal de estrés (Bastola et al., 2020). Este virus hasta ahora se ha clasificado en 12
serotipos que han sido bien caracterizados (de VAA-1 hasta VAA-12), los cuales,
entre si, presentan variabilidad de tropismo por distintos tipos celulares. Mas de 100
nuevos serotipos han sido recientemente descubiertos, los que infectan a distintos
animales ademas de al humano, y ninguno ha sido reportado como patégeno (He
et al., 2019). VAA tiene forma icosaédrica, no posee envoltura y presenta entre 18-
26 nm de diametro. Este virus estd formado por una capside compuesta de 5
proteinas VP1, 5 proteinas VP2 y 50 proteinas VP3 (relacion 1:1:10), y un genoma
de DNA de cadena sencilla de aproximadamente 4.7 kb (Figura 13) (Singer et al.,
2016; Murphy y Vile, 2002).

El genoma posee dos regiones codificantes flanqueadas por elementos ITR, estas
regiones corresponden a los genes rep y cap, los cuales codifican para un total de
nueve proteinas (Figura 13) (Maurer y Weitzman, 2020). A través de dos promotores
distintos, dos inicios de transcripcion distintos y “splicing alternativo”, el gen rep da
origen a cuatro proteinas no estructurales. Las secuencias codificantes de las
proteinas Rep78 y Rep68 se transcriben a partir del promotor p5 y las secuencias
codificantes de las proteinas Rep50 y Rep42, a partir del promotor pl19. Estas
proteinas son esenciales para la replicacién, integracion, regulacién transcripcional
y el ensamblaje viral (Gaj et al., 2016). Por otro lado, el gen cap codifica para las
tres proteinas estructurales (VP1, VP2 y VP3) de VAA, las secuencias codificantes
de estas tres proteinas se encuentran bajo el mismo promotor, p40. EI RNAmM es
procesado mediante “splicing alternativo”, para finalmente ser traducido en las tres
VPs, las que comparten la misma secuencia en el extremo carboxilo terminal, pero

difieren en el amino terminal (Gaj et al., 2016; Maurer y Weitzman, 2020). Estas
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proteinas tienen las funciones principales de formar la capside que protege al
genoma viral, y ser las responsables de la union e internalizacion hacia la célula
blanco (Naso et al., 2017). De manera especifica, VP3 esta formada por ~530 aa y
forma el mondmero estructural basico de la capside; VP1 y VP2 contienen la
secuencia completa de VP3 y la misma estructura, pero poseen 202 aa 'y 65 aa mas
en la region N-terminal, respectivamente. La proteina VP1 contiene un dominio de
fosfolipasa Az (PLA2) en su secuencia no compartida con las otras VPs, el extremo
N-terminal de esta proteina se encuentra en el interior de la capside, pero durante
la fase de infeccidn sale a través del poro en el eje de simetria cinco de la particula
viral, lo que permite el escape viral del endosoma/lisosoma durante el trafico hacia
el nucleo a través de la hidrdlisis del enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos
(Kurian et al., 2019 ;Valdés Rodriguez et al., 2002). No hay reportes sobre el
requerimiento de VP2 para el ensamblaje o para la infectividad (Maurer et al., 2019).
Otra proteina codificada por el gen cap, empleando el mismo promotor p40 para la
transcripcion, pero usando un marco de lectura diferente para la traduccién, es la
denominada “proteina activadora del ensamblaje” (assembly-activating protein)
(AAP), la cual es considerada como la proveedora de un andamiaje para el
ensamblaje viral, y se ha determinado como esencial para la localizacion nucleolar
de las proteinas VPs y el ensamblaje de serotipos como el 2 y el 8, pero no para
otros, como los serotipos 4 y 5 de VAA (Naso et al., 2017; Maurer et al., 2019). Por
ultimo, otra proteina codificada por el gen cap ha sido identificada en los altimos
afos. Esta es la “proteina accesoria asociada a membrana” (membrane-associated
accessory protein) (MAAP), ésta se transcribe usando el mismo promotor p40, pero
se traduce a partir de un marco de lectura diferente a los anteriores. La funcion
precisa de MAAP alun no esta definida, pero parece tener un rol en la replicacion
viral (Maurer y Weitzman, 2020).
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Figura 13. Estructura y organizacion del genoma de virus adeno-asociado (estructura 1LP3 del
Protein Data Bank (PDB); tomado de Maurer y Weitzman, 2020).

El ciclo de replicacion de VAA inicia con su unidn a receptores celulares primarios
especificos, como proteoglicanos de heparan sulfato para el serotipo 2 o &cido
sidlico para el serotipo 5, luego ingresa mediante endocitosis mediada por
receptores secundarios. Debido al pH bajo del endosoma la capside sufre un cambio
conformacional y PLAz actla liberando a la particula del endosoma. La particula
llega al nucleo, el genoma viral es liberado y convertido de cadena sencilla a cadena
doble, principalmente por la actividad de las DNA polimerasas celulares, luego los
genomas forman concatémeros que pueden permanecer como episomas o pueden
integrarse al cromosoma humano 19 y permanecer latentes. En presencia de un
virus auxiliar como adenovirus, VAA puede salir de su estado de latencia e iniciar
un nuevo ciclo de replicacion. Los virus auxiliares de manera indirecta favorecen a
la activacion transcripcional, transporte de RNA, traduccion, replicacién del genoma,
ensamblaje y empaquetamiento del genoma de VAA (Gaj et al., 2016; Moore et al.,
2015).
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2.5. Uso de VAA para el desarrollo de vacunas

2.5.1. Vectores virales de VAA

VAA ha sido empleado como vector viral debido a que no es patdégeno, puede
transducir numerosos tipos celulares en division y en reposo, presenta baja
inmunogenicidad y por esto es mas probable que llegue a su célula blanco sin ser
detenido antes por el sistema inmune, pueden mediar la expresion génica del
transgen hasta por 12 meses (Mena-Enriquez et al., 2012); ademas, es uno de los
virus mas pequefios, y son muy estables en un amplio rango de pH y de
temperatura, por lo que su manipulacion resulta sencilla (Maurer et al., 2019; Nieto
et al., 2012). Principalmente, VAA ha sido empleado como vector viral para el
desarrollo de terapias génicas para enfermedades del sistema cardiovascular, en
trastornos neurodegenerativos, defectos éseos, lesiones del cartilago, artritis
reumatoide, entre otras (Singer et al., 2016). Actualmente, existen tres terapias
basadas en vectores de VAA aprobadas para su uso en humanos, denominadas
Glybera (deficiencia de lipoproteina lipasa), Luxturna (amaurosis congénita de Leber
2) y Zolgensma (atrofia muscular espinal) (Meier et al., 2020). En el caso de vacunas
vectorizadas de VAA, no hay ninguna aprobada para su uso en humanos, pero
existen muchos candidatos en desarrollo y que han sido evaluados en ensayos
preclinicos contra virus del herpes simple (HSV), coronavirus del sindrome
respiratorio agudo grave, HPV, DenV, entre otros (Nieto et al., 2014); y en ensayos

clinicos, como el desarrollado contra VIH (Priddy et al., 2019).

2.5.2. Andamios de VAA para despliegue de péptidos

Una PPV de VAA puede ser empleada como andamio o acarreador para desplegar
péptidos vacunales e incrementar la inmunogenicidad de estos, ya que usualmente
las vacunas basadas en péptidos libres son poco inmunogénicas (O’Rourke et al.,
2014). Las ventajas del andamio de VAA para el despliegue de epitopos se deben
a su naturaleza de antigeno particulado, el cual es mas inmunogénico que un
antigeno soluble (péptido) (Snapper, 2018); a que presenta de manera repetitiva a

un péptido inmunogénico para facilitar el entrecruzamiento de receptores de
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linfocitos B (hasta 60 veces, polivalencia), al estar formado por 60 proteinas
estructurales; a su alta estructuracion y a sitios que toleran la insercion de péptidos
en las proteinas de la capside, lo que permite el despliegue de la estructura
adecuada del péptido para inducir la respuesta inmune deseada; y por ultimo, a la
inmunidad existente contra VAA, esto ayuda a que el sistema inmune reconozca
rapidamente a los andamios de VAA y a los péptidos desplegados (Nieto et al.,
2012; O’Rourke et al., 2014). Todo esto resulta en una respuesta inmune de titulos
altos y de larga duracion de anticuerpos (O’Rourke et al., 2014). Ademas, los
andamios de VAA, al ser PPV, son incapaces de transferir material genético que
podria integrarse en el genoma del huésped (Jagu et al., 2015). En comparacién a
otras capsides virales empleadas como andamios, las de VAA cuentan con el
respaldo de ser aprobadas para su uso en terapias génicas humanas, y ser
capsides relativamente sencillas en su manipulacion (Zhao et al, 2019; Singer et al.,
2016).

De todos los serotipos de VAA, el 2 ha sido el mas estudiado, y también el mas
empleado para inserciones sobre sus proteinas que modifiquen su tropismo celular,
y es el unico reportado para despliegue de péptidos vacunales (Borner et al., 2020;
Blning y Srivastava, 2019; Singer et al., 2016; Nieto et al., 2012). De los estudios
con VAA-2, se sabe que, ademas de las capsides formadas por las tres proteinas
VPs, también se pueden formar cépsides con solo proteina VP3; pero en ambos

casos para se requiere de la proteina AAP (Nieto et al., 2012).

Alrededor de las protuberancias del eje de simetria tres de la capside de VAA, se
encuentran cinco de las nueve regiones denominadas como variables (VR) de las
proteinas VPs. De éstas, las VR-IV, VR-V y VR-VIII forman bucles en la parte
superior de las protuberancias, y son las regiones preferidas para el despliegue de
péptidos (Borner et al., 2020; Blning y Srivastava, 2019). Diferentes posiciones se
han empleado para insertar péptidos en la region comun entre las tres proteinas
VPs de VAA. En el caso de VAA-2, se han empleado las posiciones 453, 520, 584,
585, 587, 588 (posiciones con respecto a la proteina VP1 de VAA-2); mientras que
en otros serotipos como el 1, 3, 4, 5, 6, 8 y 9 se han empleado con mayor frecuencia
las posiciones 590, 586, 586, 575, 585, 590, y 589, respectivamente, las cuales son
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posiciones similares a la 587 de VAA-2 (Blining y Srivastava, 2019). La posicion 587
de VAA-2 y las similares a ésta en los otros serotipos, son parte del VR-VIII, el cual
forma la parte superior de la segunda protuberancia mas alta de las presentes en el

eje de simetria triple (Blning y Srivastava, 2019).

Las posiciones 453 y 587 de VAA-2 han sido empleadas para la insercion de
péptidos vacunales, siendo 587 la mas usada; en la posicion 453 se ha insertado
hasta 35 aminoacidos, mientras que en la posicion 587, hasta 34 aminoacidos sin
interferir con el ensamblaje de las PPV (Borner et al., 2020; Bining y Srivastava,
2019; Singer et al., 2016; Jagu et al., 2015; Manzano-Szalai et al., 2014; Nieto et
al., 2012). Los pocos trabajos que han desplegado péptidos mediante insercidén en
las proteinas de la capside de VAA con la finalidad de inducir y evaluar una
respuesta inmune contra dichos péptidos, corresponden a los desarrollados por
Nieto et al. (2012), Manzano-Szalai et al. (2014), Jagu et al. (2015) y Singer et al.
(2016).

Nieto et al. (2012) generaron PPV de VAA-2 que desplegaban dos insertos, uno de
35 aa en la posicién 453 y otro de 31 aa en la posicion 587. En la primera posicion
se desplego el epitopo L2 del serotipo 31 del HPV, y en la segunda, el epitopo L2
del serotipo 16. Estas particulas quiméricas con dos insertos se emplearon para
inmunizar ratones y conejos, dando como resultado la induccion de titulos altos de
anticuerpos IgG y de anticuerpos neutralizantes contra ambos serotipos, e incluso
se obtuvieron anticuerpos de neutralizacion cruzada hacia otros serotipos de HPV.
En la figura 14 se muestra la posicion de la inserciones, la PPV generadas y el nivel
de anticuerpos neutralizantes inducidos. De manera similar, Jagu et al. (2015)
desplegaron epitopos de L2 de HPV, obtuvieron anticuerpos neutralizantes contra
HPV y proteccion frente al reto. Singer et al. (2016) desarrollaron un sistema
novedoso de despliegue de péptidos en la capside de VAA-2, por el cual hallaron
mimoétopos de HER-2, un blanco importante para inmunoterapia contra cancer de
mama. Al inmunizar ratones con PPV que desplegaban mimétopos de HER-2,
indujeron anticuerpos especificos contra HER-2 y el retraso en el crecimiento de
tumores. Por otra parte, Manzano-Szalai et al. (2014) desplegaron epitopos de
ovoalbumina (OVA) en los andamios de VAA-2, esto con la finalidad de demostrar
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gue los péptidos desplegados en andamios de VAA podian ser inmunogénicos y
seguros (no inducir alergia). Al inmunizar ratones con PPV de VAA-2 desplegando
epitopos de OVA, obtuvieron titulos altos de IgG1 contra OVA, titulos normales de
IgE y no hubo reaccion anafilactica al retar con OVA via intravenosa a diferencia del

grupo que fue inmunizado directamente con OVA.
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Figura 14. Generacién de particulas pseudovirales de virus adeno-asociado que despliegan epitopos
de virus del papiloma humano y deteccidén de anticuerpos neutralizantes en ratones inmunizados
(adaptado de Nieto et al., 2012). (A) Representacion de los sitios de insercidén de los epitopos L2 de
20 aa de HPV31 y HPV16 dentro de la proteina VP3 de VAA. Los 35 aa y 31 aa incluyen a residuos
adicionales a los 20 aa del epitopo que sirven como puente entre la proteina de la capside vy el
epitopo. (B) PPV de VAA con los dos insertos vistas a través de microscopia electronica de
transmision. (C) y (D) corresponden a la medicion de anticuerpos neutralizantes contra HPV16 y
HPV31, respectivamente. Los ratones fueron inmunizados dos veces y se usé como adyuvante a
montanide ISA 51. Como control positivo se empleé a epitopos de L2 fusionados a tiorredoxina y
como control negativo se usaron PPV de VAA sin modificar/sin insertos. NAbs: anticuerpos
neutralizantes.
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Ante las ventajas mencionadas del andamio de VAA, el despliegue de un mimétopo
del epitopo EDE1 de DenV y ZikV en este andamio, resultaria en una nueva

estrategia para el desarrollo de una vacuna contra ambos virus sin causar ADE.

2.6. Obtencidén de particulas pseudovirales de VAA

Para la produccion de vectores virales de VAA usualmente se emplean células de
mamifero HEK293 o el sistema células de insecto-baculovirus (SCI-BV). Ambos
sistemas requieren de los genes rep, cap, la secuencia del transgén que se quiere
empaquetar en el vector viral; y en el caso de las células HEK293, ademas, genes
o factores de un virus auxiliar, los cuales en el SCI-BV serian provistos por el
baculovirus (Naso et al., 2017; Penaud-Budloo et al., 2018).

Para el caso de produccion de particulas pseudovirales de VAA, solo se requiere
del gen cap. Uno de los sistemas méas empleados es el SCI-BV (Shao et al., 2012).
Para la generacién del baculovirus que contenga el gen cap (bacCap) se emplean
principalmente dos métodos, el sistema Bac-to-Bac de Invitrogen (Life
Technologies) y el denominado flashBAC (Oxford Expression Technologies)
(Bleckmann et al., 2016); en el presente trabajo se empleé el primero. De manera
general, los pasos para construir el bacCap con el sistema Bac-to-Bac son: 1)
clonacion del gen cap en el plasmido de transferencia “pFastBac”; 2) transformacion
de Escherichia coli DH10BAC™ con el vector de transferencia, y generaciéon de un
bacmido recombinante que contenga el gen cap, mediante un proceso de
transposicion entre este vector y el bacmido (contiene genoma del baculovirus)
presente en E. coli; 3) aislamiento del bacmido recombinante y transfeccion de
células de insecto Sf9 para generar el bacCap; 4) ensayo en placa para aislamiento
y seleccién de baculovirus productor de proteina recombinante; 5) amplificacion de
placa viral seleccionada; y, 6) titulacion del stock de baculovirus (Sui et al., 2014)
(Figura 15).

Luego de obtener el bacCap, cultivos de células de insecto son infectados con este
baculovirus para producir las PPV de VAA (Invitrogen, 2015; Shao et al., 2012;

Merten et al., 2005). Finalmente, después de la produccién, sigue el proceso de
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purificacion de las PPV, y para esto entre los métodos mas empleados estan la
centrifugacion por gradientes discontinuos de densidad y diferentes variantes de

cromatografia (Zolotukhin et al., 1999; Nass et al., 2018).
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Figura 15. Flujo de trabajo del método Bac-to-Bac para generar un baculovirus recombinante que
codifique el gen cap de virus adeno-asociado (bacCap) (modificado de Sui et al., 2014).

2.7. Caracterizaciéon y evaluacion de eficacia de vacunas candidatas

Para desarrollar una vacuna, es necesario contar con un proceso de produccion,
técnicas analiticas para su caracterizacion y un modelo animal para su evaluacion
preclinica. Es necesario obtener informacion de parametros como la cantidad y
rendimiento de la produccion, la pureza, la identidad, el tamafio, la homogeneidad,
y la estabilidad del antigeno; todo esto mediante pruebas como cuantificacion de
proteina total por el método de Bradford, evaluacion de la pureza por electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), identidad y tamafio
por Western blot, homogeneidad por dispersion dinamica de luz, despliegue de
determinantes antigénicos por Dot blot e immunogolding, o formacion de PPV por
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el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), microscopia electrénica

o criomicroscopia electronica (Dey et al., 2014; Lua et al., 2014; Zeltins, 2013).

La evaluacion in vivo se realiza midiendo la respuesta inmune humoral, respuesta
inmune celular, y/o retando a los individuos inmunizados con el patégeno infeccioso
para determinar la proteccion que confiere la vacuna candidata. Con respecto a la
respuesta inmune humoral, se pueden medir los niveles (titulos) de anticuerpos
(IgG, IgA, entre otros), subclases de anticuerpos (IgG1, 1gG2a, entre otros), y
anticuerpos neutralizantes a través de pruebas de ELISA o neutralizacion por
reduccion de placas (PRNT). Con respecto a la respuesta inmune celular, se puede
medir el nivel de citoquinas y quimiocinas; la activacion y maduracion de células del
sistema inmune mediante la prueba de ELISA, ELISPOT o técnicas como citometria
de flujo. Para evaluar la proteccion, ademas de medir anticuerpos neutralizantes; se
reta a los animales inmunizados con el patdégeno infeccioso y posteriormente se
determina la carga del patégeno en las muestras de estos animales por técnicas
como PCR (Richner et al., 2017; Garg et al., 2018; Malm et al., 2017).
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3. HIPOTESIS

Un mimétopo del epitopo compartido EDE1 de DenV y ZikV desplegado en la

superficie de la capside de VAA-8 induce respuesta inmune contra ambos Flavivirus.

4. OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar la inmunogenicidad de un mimétopo del epitopo compartido EDE1 de DenV

y ZikV desplegado en la capside de VAA-8.

4.2. Especificos

1. Construir un pldsmido que contenga la secuencia del mimotopo insertada
dentro de la secuencia del gen cap de VAA-8.

2. Producir un baculovirus recombinante que codifique para las proteinas VPs

de VAA-8 con la insercion del mimoétopo (bacCapMod).

3. Producir la capside de VAA-8 que despliegue el mimétopo mediante el

sistema células de insecto-baculovirus, y empleando bacCapMod.
4. Purificar y caracterizar la capside de VAA-8 que despliegue el mimotopo.

5. Inmunizar ratones BALB/c con la capside modificada de VAA-8, y evaluar la

presencia de anticuerpos que reconozcan a DenV y ZikV.
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5. MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

El presente trabajo se llevé a cabo con la finalidad de desarrollar un candidato a

vacuna contra DenV y ZikV a través de la presentacion de un mimoétopo del epitopo
EDE1 en la capside de VAA-8.

Se construy6 el plasmido pSR660M1, el cual contiene la secuencia del mimétopo

insertada dentro del gen cap de VAA-8. El plasmido pSR660M1 se empled para

generar el vector de expresion baculovirus bacCapMod, el cual posteriormente se

usé para la producciéon de la capside de VAA-8 que despliega al mimoétopo, en

células de Sf9. Estas capsides se purificaron y caracterizaron. Finalmente, ratones

BALB/c se inmunizaron con este candidato vacunal, y se evalud la respuesta

inmune humoral especifica de DenV y ZikV.

En la figura 16 se muestra el flujo de trabajo empleado para el desarrollo del

presente trabajo.
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5.1. Plasmidos

En este trabajo se emplearon los plasmidos pSR660, pJET2.1/blunt y pPSR660ML1.
El plasmido pSR660 fue amablemente donado por el Dr. Robert Kotin (NIH, EUA).
El pSR660 corresponde al vector de transferencia pFastBac dual (Invitrogen™)
(Anexo 1, Figura Al) que tiene clonadas las secuencias del gen rep de VAA-2, bajo
el control transcripcional del promotor de poliedrina (PH); asi como la secuencia del
gen cap de VAA-8, bajo el control transcripcional del promotor P1o; ademas posee
una secuencia sefal de poliadenilacion del virus SV40 para el gen rep, una
secuencia sefial de poliadenilacion del gen TK de HSV para el gen cap, y un gen de
resistencia a gentamicina (GmR), y todos estos elementos se encuentran
flanqueados por los extremos del transposén Tn7, de tal manera que se tiene un
miniTn7. El gen cap clonado en este vector es policistronico y codifica para las tres
proteinas estructurales (VP1, VP2 y VP3) de VAA-8. Este plasmido se us6 como
material de partida para generar el plasmido pSR660ML1.

El plasmido pJET1.2/blunt (ThermoFisher Scientific) (Anexo 1, Figura A2) es un
vector de clonacion linearizado de seleccion positiva que permite clonar fragmentos
de DNA con extremos romos y contiene un gen letal para la bacteria E. coli, la
enzima de restriccion Eco47l1. Este gen letal se interrumpe cuando se liga un inserto
en el sitio de clonacion; y como resultado, solo las células bacterianas
transformadas con plasmidos recombinantes pueden formar colonias. Este vector

se empled para clonar la secuencia 301gBlock (Anexo 2, Figura A4).

El plasmido pSR660M1 se construyo en el presente trabajo. Para la generacion del
vector pSR660M1, se insertaron 72 pb entre los codones 590 y 591 del gen cap de
VAA-8 (niumero de codones relativos a la proteina VP1 de VAA-8, nUmero de acceso
GenBank: YP_077180.1) que se encuentra dentro del vector pSR660. La secuencia
de 72 pb contiene una secuencia de restriccion para la enzima Sgfl que codifica
para tres alaninas, una secuencia que codifica para tres glicinas, la secuencia que
codifica para los aminoacidos del mimoétopo del epitopo EDE1 (HSPLEKPVPHRS),
una secuencia que codifica para tres glicinas, y finalmente, una secuencia de

restriccion para la enzima Notl que codifica para una alanina, una isoleucina y una
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alanina. El procedimiento de la obtencién del vector pPSR660M1 se describe més

adelante en 5.4.

5.2. Virus

Se emplearon los virus bacCap VAA-2, bacRep Cap 2/8, bacCapMod, ZikV y DenV-
2. Los baculovirus recombinantes empleados en este trabajo derivan del
nucleopoliedrovirus mdultiple de Autographa californica (AcMNPV) y fueron

generados con el sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

El baculovirus recombinante bacCap VAA-2 fue obtenido previamente por miembros
de nuestro grupo de investigacion al emplear un plasmido donado por el Dr. Robert
Kotin (NIH, EUA). Este baculovirus codifica para el gen cap de VAA-2, y se empled
para producir la cipside o PPV nativa de VAA-2 mediante el SCI-BV.

El baculovirus recombinante bacRep Cap 2/8 fue generado previamente por la M.
en C. Laura Sevilla y se detalla en Sevilla (2018). Este baculovirus codifica para los
genes rep de VAA-2 y cap de VAA-8, y se empled para producir la capside o PPV
nativa de VAA-8 mediante el SCI-BV.

El baculovirus recombinante bacCapMod se construyé en el presente trabajo y el
procedimiento de su obtencion se detalla mas adelante en 5.5. Este baculovirus
codifica para el gen rep de VAA-2, y una modificacién del gen cap de VAA-8, que
contiene la insercibn de una secuencia que codifica para 24 aminoacidos,
incluyendo a la secuencia del mimoétopo del epitopo EDEL. Este baculovirus se
empled para producir la capside o PPV modificada de VAA-8 que despliega el
mimotopo del epitopo EDE1, mediante el SCI-BV.

El stock de ZikV utilizado en este trabajo pertenece a la cepa africana MR-766 y fue
donado por la Dra. Susana Lopez del IBt-UNAM. Este virus fue amplificado en
cultivos de células C6/36 sin SFB, titulado en células VERO E6 mediante la prueba
de focos e inactivado por luz UV. ZikV inactivado se usé para sensibilizar placas de

96 pozos (Costar, Corning Inc.) para la prueba de ELISA.
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El stock de DenV-2 usado en este trabajo pertenece a la cepa de referencia Nueva
Guinea del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE), esta
cepa fue donada por la Dra. Victoria Pando del Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP). De igual manera que ZikV, este virus fue amplificado, titulado e inactivado;

y se empleo para sensibilizar placas para la prueba de ELISA.

5.3. Lineas y cultivos celulares

Se emplearon las lineas celulares Sf9, C6/36 y VERO EB6.

La linea celular Sf9 proviene de células de ovario de pupa de Spodoptera frugiperda.
Estas células se utilizaron para la produccion, el aislamiento, la amplificacion y la
titulacion de baculovirus recombinantes; y para la produccion de proteinas
recombinantes VPs y PPV de VAA-2 y VAA-8. Esta linea se mantuvo en medio SF-
900 Il SFM (GIBCO-Invitrogen, Carlsbad, EUA), y para la produccién de proteina
recombinante se empled6 el medio PSFM (Wako, Japdn). Los cultivos en adherencia
se emplearon para la generacion, el aislamiento y titulacién de baculovirus; y para
los primeros dos procesos, se efectuaron en placas de 6 pozos de fondo plano para
cultivo celular (Costar, Corning Inc.), y para el tltimo proceso, en placas de 96 pozos
de fondo plano para cultivo celular (Nest Biotech Co., China). Los cultivos en
suspension se emplearon para la amplificacién de baculovirus y la produccion de
proteina recombinante, en matraces de 250 mL, 500 mL, y 1 L, con volimenes de
trabajo de 50 mL, 150 mL y 250 mL, respectivamente, a 27 °C y 110 rpm. Los pases
celulares se efectuaron a partir de cultivos en etapa exponencial con
concentraciones celulares no mayores a 6 x 108 células/mL. Las células se
subcultivaron a 0.8 x 10° células/mL. La concentracién celular de estos cultivos se
determind utilizando el contador electrénico de particulas Coulter Multisizer I
(Coulter Electronics Inc., EUA); y la viabilidad celular, mediante exclusion de azul

de tripano y una camara de Neubauer.

La linea celular C6/36 proviene de larvas de Aedes albopictus. Estas células se
utilizaron para la amplificacion de DenV-2 y ZikV. Esta linea se mantuvo en medio
EMEM (ATCC®) con 5% de SFB, y se cultivd en adherencia en frascos T25, T75y
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T225, con volumenes de trabajo de 6 mL, 15 mL y 50 mL, respectivamente, a 28 °C
y 5% de CO:a. Los pases celulares se efectuaron a partir de cultivos de 72 horas o
cuando estos estaban por encima del 90% de confluencia. El medio gastado fue
retirado, se agregd medio nuevo y las células se despegaron con cell scrapers
(Corning®); y se subcultivaron diluyendo 2 mL del cultivo confluente de un frasco
T25 en 4 mL de medio fresco para un frasco T25, diluyendo los 6 mL del cultivo
confluente de un frasco T25 en 9 mL de medio fresco para un frasco T75 o los 15
mL del cultivo confluente de un frasco T75 en 35 mL de medio fresco para un frasco
T225.

La linea celular VERO E6 proviene de células aisladas de epitelio de riiion de
Cercopithecus aethiops. Estas células se usaron para la prueba de titulacion de
DenV-2 y ZikV. Esta linea se mantuvo en medio DMEM (Sigma-Aldrich) con 10%
de SFB, y se cultivd en adherencia en frascos T25 y en placas de 96 pozos de
fondo plano para cultivo celular, con volimenes de trabajo de 6 mL y entre 100 a
140 pL por pozo, respectivamente, a 37 °C y 8% de COa2. Los pases celulares se
efectuaron a partir de cultivos por encima del 90% de confluencia. El medio gastado
fue retirado, la monocapa se lavé con 3 mL de PBS 1X, se colocé 1 mL de tripsina
al 0.2% y se incubo a 37 °C y 8% de CO:z hasta que las células se despeguen del
frasco T25, se agregaron 5 mL de medio nuevo; y se subcultivaron diluyendo 1.5
mL del cultivo confluente de un frasco T25 en 4.5 mL de medio fresco para un frasco
T25 o colocando 0.07 x 108 células aproximadamente por pozo/100 pL del cultivo

confluente de un frasco T25 en cada pozo de las placas.

Todas las lineas celulares se monitorearon con el microscopio invertido de campo
claro “Nikon Eclipse TE300".

5.4. Construccién del plasmido pSR660M1

En primer lugar, se verifico la secuencia del gen cap y del promotor P10 dentro del
vector pSR660 (Anexo 2), y posteriormente, se procedié a construir el vector
pPSR660M1.
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Para la construccion del vector pPSR660M1, se mando a sintetizar un fragmento de
301 pb de doble cadena con extremos romos (gBlocks® Gene Fragments, IDT),
denominado 301 gBlock (Anexo 3, Figura A4), el cual contiene secuencias del vector
pSR660, sitios de corte Unico para las enzimas Kfll (isoesquizémero de SanDlI) y
Xcml, los cuales también estan presentes en el vector pSR660 una sola vez, y 72
pb que incluyen a la secuencia del mimétopo del epitopo EDEL y otros elementos
gue se detallaron en 5.1. Las secuencias del vector pSR660 presentes en el
fragmento 301 gBlock forman parte de otras estrategias basadas en el método
“Gibson Assembly” que se llevaron a cabo, pero no funcionaron para la construccién

del vector pSR660M1 (datos no mostrados).

El fragmento 301 gBlock se clond en el vector pJET1.2/blunt, se transformaron
células quimiocompetentes E. coli One Shot™ TOP10 (ThermoFisher Scientific) y
se sembraron en cajas Petri con medio agar LB con 100 ug/mL de ampicilina. Las
cajas se incubaron durante 12-14 horas a 37 °C. Se tomaron tres colonias aisladas
y se inocularon en medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y se dejaron incubando
durante 12-14 horas a 37 °C y 250 rpm. Se purific6 el DNA plasmidico de las tres
colonias con el kit “Zippy™ Plasmid Miniprep Kit” (Zymo Research); y finalmente la
clonacién se verificé a través de una reaccion de restriccion con la enzima Pvul
(New Englands Biolabs), la cual se llevo a cabo durante 25 minutos a 37 °C, y los
productos de la reaccion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8%.

Para amplificar la secuencia 301 gBlock clonada en el vector pJET1.2/blunt, se
disefiaron y se mandaron a sintetizar los oligonucle6tidos mostrados en la tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la amplificacion del fragmento 301 gBlock y longitud de
amplicon esperado.

Tamafo esperado

Oligonucledtido Secuencia (5°—3’) g
del amplicén (pb)
FgB GGTGGAAGTTGCCGTCCGTG 301
RgB TACAGCGATGTCATGCTCACCA

39



La PCR, para la amplificacion del 301 gBlock, se llevé a cabo en un volumen final
de 50 pl; se emplearon 2.5 ul de oligonucleétidos (10 uM), 10 ul del buffer de la
enzima Phusion DNA polimerasa (5X), 1 pl de dNTPs (10 mM), 0.4 ul de la enzima
Phusion DNA polimerasa (2U/ul) (New England Biolabs), 1 ng del DNA molde y
agua. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 20 segundos a 98 °C; 35
ciclos de 20 segundos a 98 °C, 15 segundos a 62 °C (con relacién a la Tm), 8
segundos a 72 °C; y 1 minuto a 72 °C para la extension final. En esta ocasion se
emple6 una DNA polimerasa de alta fidelidad para evitar obtener mutaciones en los
productos de PCR.

Posteriormente, el plasmido pSR660 y el amplicon del fragmento 301 gBlock se
digirieron con las enzimas Xcml (New England Biolabs) y Kfll (ThermoFisher
Scientific) durante 3 horas a 37 °C para cada enzima. La actividad de ambas

enzimas se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa (Anexo 4, Figura A5).

Los productos de la digestién del vector pSR660 digerido con ambas enzimas se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y se purificd la banda del
tamano esperado con el “GeneJET Gel Extraction Kit” (Thermofisher). La ligacion
entre los productos digeridos del vector pSR660 y el fragmento 301 gBlock se realizo
con la enzima T4 DNA ligasa (ThermoFisher Scientific). Posteriormente, de igual
forma que se realiz6 para el vector pJET1.2/blunt, se transformaron células
guimiocompetentes E. coli One Shot™ TOP10 con la ligacién. Se evaluaron 6
colonias por patrén de restriccion con la enzima Pvul (New England Biolabs), la
reaccion de digestion se llevé a cabo durante 30 minutos a 37 °C, y los productos
se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Luego, se
disefiaron y se mandaron a sintetizar oligonucleétidos para secuenciar colonias
candidatas (tabla 2); y finalmente, se mandaron a secuenciar los plasmidos de 2

colonias.

Tabla 2. Oligonucleétidos usados para verificar la construccion del vector pSR660M1 mediante
secuenciacion.

Oligonucledtido Secuencia (5°—3’)
F1Cap CCGCAGAGACCAAAGTTCAACTGA
R1Cap GGAGGCACGGCAAATACGCA
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El disefio de oligonucledtidos, la seleccion de las temperaturas de hibridacion y la
determinaciéon de las proporciones de ligacion se llevaron a cabo con las

herramientas “OligoAnalyzer” (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer),

“Tm Calculator” (https://tmcalculator.neb.com/#!/main), y “NEBioCalculator”

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation). La eleccién de las enzimas de

restriccion y la determinacion de los patrones esperados, y la determinacion de los
amplicones esperados en las PCR se realiz6 mediante un analisis in silico con el

software “SnapGene™ 1.1.3".

5.5. Produccion del baculovirus recombinante bacCapMod

El baculovirus recombinante bacCapMod fue generado siguiendo el flujo de trabajo

del sistema Bac-to-Bac de Invitrogen descrito en 2.6.

5.5.1. Generaci6on del bacmido recombinante

Células quimiocompetentes E. coli DH10Bac™ se transformaron con 1 ug del
plasmido pSR660M1. La transformacion se incubo durante 5 horas a 37 °C y 200
rpm en medio SOC. Luego, se sembraron 100, 200 y 400 ul en cajas Petri con agar
LB con kanamicina (50 ug/mL), gentamicina (7 pg/mL), tetraciclina (10 pg/mL), a las
cuales se les habia dispersado 50 pL de X-gal (40 mg/mL) /IPTG (50 mg/mL) sobre
la superficie del agar, y se incubaron de 24 a 48 horas a 37 °C.

En este tiempo se distinguieron dos fenotipos, colonias blancas y colonias azules,
esto debido a que la recombinacién, que ocurre entre el vector pSR660M1 vy el
bacmido en las regiones Tn7, interrumpe la secuencia codificante de la enzima B-
galactosidasa en el bacmido, la cual hidroliza X-gal produciendo galactosa y 5-
bromo-4-cloro-3-hidroxindol, el segundo al oxidarse produce una coloraciéon azul,
por lo tanto, las colonias azules seran no recombinantes y las blancas seran las
recombinantes. Se seleccionaron colonias candidatas para reestriarlas. Luego de

48 horas se seleccionaron tres colonias candidatas y se inocularon en medio LB con
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los mismos antibi6ticos usados en las cajas Petri con agar y se dejaron incubando
durante 12-14 horas a 37 °C y 250 rpm, luego se les extrajo el bacmido mediante
lisis alcalina con reactivos de la marca Qiagen. Para ello, el cultivo se centrifugé a
13000 g por 15 minutos a 4 °C, se resuspendié en 300 uL de buffer P1 Qiagen®, se
afadieron 300 uL de buffer P2 Qiagen® y se incubé a temperatura ambiente por 5
minutos, lentamente se afiadieron 300 uL de buffer P3 Qiagen®y se incubd en hielo
por 10 minutos, se centrifugd a 13000 g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
transfirié a otro tubo que contenia 0.8 mL de isopropanol frio, se mezclé suavemente
y se incubd por 10 minutos a 4 °C. Después, se centrifugd a 13000 g por 15 minutos
a 4 °C, se desecho el sobrenadante y se hicieron 2 lavados del pellet con etanol al
70% y centrifugando a 13000 g. Los pellets se dejaron secando a temperatura
ambiente, luego se resuspendieron en 40 pyL de agua estéril, se les agregd un
volumen igual de cloroformo, se mezclaron con la micropipeta, se centrifug6é a 13000
g por 5 minutos a 5 °C y se extrajo la fase acuosa, la cual contiene los acidos

nucleicos, y finalmente, se almaceno a 4 °C.

Para confirmar la obtencion del bacmido recombinante que contiene el inserto de
interés, se disefid y mando a sintetizar el oligonucle6tido R1_M1, y se emplearon
otros que fueron previamente disefiados por miembros de nuestro grupo de

investigacion (tabla 3).

La generacion del bacmido recombinante se verific6 mediante tres PCR, con los
oligonucledtidos de la tabla 3. Las PCR se llevaron a cabo en un volumen final de
20 pul; se emplearon 1 ul de oligonucleétidos (10 uM), 4 ul del buffer de la enzima
Phusion DNA polimerasa (5X), 0.4 pl de dNTPs (10 mM), 0.2 pl de la enzima
Phusion DNA polimerasa (2U/ul), 2 ng del DNA molde y agua. Las condiciones de
la PCR fueron las siguientes: 30 segundos a 98 °C; 35 ciclos de 10 segundos a 98
°C, 20 segundos a 60 °C (con relacién a la Tm), 1 minuto y 15 segundos 0 3 minutos
y 24 segundos a 72 °C, dependiendo de los oligonucleotidos empleados (tabla 3); y
5 minutos a 72 °C para la extensidn final. Los productos de la reaccion se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En esta ocasién se empleé la
Phusion DNA polimerasa porque puede amplificar fragmentos grandes o a partir de
genomas grandes como el bacmido (>135 kb) con mayor probabilidad en
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comparacién a DNA polimerasas de baja fidelidad. Como controles se usaron un
bacmido recombinante donado por la M. en C. Jocelyn Uribe de nuestro grupo de

investigacion (IBt-UNAM) y una colonia azul del presente trabajo.

Tabla 3. Oligonucleétidos usados para verificar la presencia del inserto de interés en el bacmido,
amplicones esperados, temperaturas de hibridacién y tiempos de extension.

Tiempo de
Temperaturade  extension
hibridacién (°C) en los 35

Tamafio
Oligonucleétido Secuencia (5’—3’) esperado del
amplicon (kb)

ciclos
EM13 CCCAGTCACGAC .
GTTGTAAAACG 24 65 1 minuto y
R1 M1 CCGCAGGTGGAG ' 15 segundos
- GTCATT
FPolh AAATGATAACCAT .
CTCGCA 27 58 1 minuto y
RM13 AGCGGATAACAA ' 15 segundos
TTTCACACAGG
EM13 CCCAGTCACGAC _
GTTGTAAAACG 6.7 64 3 minutos y
RM13 AGCGGATAACAA ' 24 segundos
TTTCACACAGG

Los pares FM13-R1_M1 y FPolh-RM13 hibridan en regiones que flanquean a los
sitios de transposicion Tn7 en el bacmido y en regiones presentes en el inserto de
interés, de esta manera permiten determinar si la recombinacion se dio en el sentido
adecuado para que se puedan traducir los genes de interés. El par FM13-RM13
hibrida en regiones que flanquean a cada uno de los sitios de transposicion Tn7 y
permite determinar si todo el inserto de interés se recombino en el bAcmido. Se debe
mencionar que el par FM13-RM13 amplifica un fragmento de 300 pb en los

bacmidos no recombinantes.

Para el disefio de oligonucledtidos, calculo de temperatura de hibridacion y
determinacion de los amplicones esperados se usaron las mismas herramientas

descritas en 5.4.
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5.5.2. Transfeccion de células Sf9

Se colocaron 8 x 10° células Sf9 en placas de seis pozos Corning® y se incubaron
1 hora en 1 mL de medio SF-900 Il SFM para su adherencia. Mientras tanto, se
resuspendieron 1 ug y 2 ug del bacmido recombinante generado con pSR660M1 en
55.1, y 1 yug de un bacmido recombinante que codifica para las proteinas
fluorescentes eGFP y RFP en 100 pL de medio Grace’s 1X por separado, el ultimo
bacmido se empled como control de transfeccidn y fue donado por el Lic. Enrique
Paz de nuestro grupo de investigacion. Por otro lado, para cada resuspension de
bacmido se diluyeron 8 pL de FlyFectin™ (lipido catiénico) en 100 yL de medio
Grace’s 1X y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
mezclaron el DNA diluido y FlyFectin™ diluida y se incubaron a temperatura
ambiente por 30 minutos. Se agregaron los aproximadamente 210 uL de la mezcla
DNA-lipido por goteo a las células sf9 y se incubd la placa de seis pozos protegida
de la luz en un agitador de vaivén durante 7 horas. Luego, se removio el medio de
las células y se agregaron 2 mL de medio SF-900 Il con 20 puL de
antibidtico/antimicotico 100X. En total se realizaron tres transfecciones: la primera
con 1 pg de bacmido recombinante generado con pSR660M1, la segunda con 2 ug
de bacmido recombinante generado con pSR660M1, y la tercera con un bacmido
gue presenta los genes para eGFP y RFP. La placa de seis pozos se incub6 120
horas a 27 °C sin agitacion en ambiente humedo. Después de las 120 horas se
observo la fluorescencia en unas cuantas células del control. La fluorescencia en el
control se observé a través de un microscopio invertido Nikon Eclipse TE300
acoplado a un detector CCD (Qi1lMC, Nikon), la proteina fluorescente eGFP se
observo con el canal verde y la proteina RFP en el canal rojo. Después de las 120
horas, el sobrenadante fue recolectado y se le agregé SFB a una concentracion final
de 1% y se almacend a 4 °C, a esta primera coleta se le denomind primera
generacion de baculovirus. Se agregaron 2 mL de medio SF-900 Il SFM a cada pozo
y se dejaron incubando por 96 horas mas a 27 °C sin agitacidon en ambiente humedo.
Luego de las 96 horas se volvio a observar la fluorescencia en el control, pero esta
vez aumentaron las células que emitian fluorescencia. Se despegaron las células

de las tres transfecciones mediante pulsos de liquido con el mismo medio de los
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pozos, se recolect6 todo el medio y se centrifug6 a 2000 rpm por 10 minutos a 4 °C.
Al sobrenadante se le agreg6é SFB a una concentracion final del 1% y se almacend
a 4°C, a esta colecta se le denomind segunda generacion de baculovirus, y el pellet

se almacen6 a -20 °C.

Con la finalidad de verificar la produccién del baculovirus recombinante bacCapMod
y de detectar la expresion de las proteinas VPs modificadas, los sobrenadantes de
la segunda generacion y los pellets colectados se evaluaron mediante la técnica de
Western blot, la cual se detalla mas adelante en 5.7. Para evaluar la produccion de
proteinas recombinantes, el sobrenadante se concentrd 10 veces, y el pellet celular
se resuspendié en 200 uL de PBS 1X; mientras que para determinar la presencia
de baculovirus, se empled el sobrenadante sin concentrar. El volumen cargado por
pozo fue de 20 pL, para esto se mezclaron 15 uL de sobrenadante sin concentrar o
sobrenadante concentrado o del pellet celular resuspendido con 5 yL de buffer de
carga 4X, y se realizo el Western blot empleando el AcM AcV5 para el baculovirus
o el AcM B1 para las VPs de VAA. Como controles negativos se emplearon
sobrenadante y pellet celular de cultivo de células Sf9 sin transfectar; y como
controles positivos, al baculovirus Rep Cap 2/8, y a la proteina VP3 de VAA-2, esta

Gltima donada por el M. en C. David Moreno de nuestro grupo de investigacion.

La estimacién del peso de las proteinas VPs modificadas se calculé con la ayuda

de la herramienta “ProtParam tool” (https://web.expasy.org/protparam/).

5.5.3. Ensayo en placa para aislamiento de placas virales y seleccion de

baculovirus para generar stock viral

El segundo sobrenadante colectado o segunda generacién de baculovirus de la

transfeccion con 1 yg de bacmido se utilizé para realizar el ensayo en placa.

Se colocaron 1.5 x 108 células por pozo en una placa de seis pozos, diluidas en
medio Grace’s 1X y con un volumen final de 2 mL por pozo, y se incubaron por 1
hora a temperatura ambiente para su adherencia. Se prepararon diluciones seriadas

de 101 hasta 10° del baculovirus en medio Grace’s 1X sin SFB, se retiraron los 2
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mL de medio de las células Sf9 adheridas, y, éstas se incubaron con 900 pL de cada
dilucion viral por 4 horas a temperatura ambiente; un pozo se us6é como control y no
se infectd con virus. Posteriormente, se retird el medio y se agregdé 3 mL de medio
de plaqueo (agarosa de bajo punto de fusién al 4%, medio Grace’s 2X, SFB, en una
relacion de 1:0.8:0.2, respectivamente) a una temperatura de 37 °C. La placa se
incubo por 96 horas a 27 °C en ambiente himedo. Posteriormente se adicion6 2 mL
de una segunda capa de medio de plagueo con rojo neutro (agarosa de bajo punto
de fusién al 1.2%, agua estéril, rojo neutro al 1%, en una relacion de 1:1:0.25,
respectivamente). La placa se incubd 16 horas en ambiente humedo a 27 °C. Luego
del tiempo de incubacion, se procedié a la seleccion de placas virales, éstas se

colectaron y resuspendieron en 900 ul de medio Grace’s 1X.

Con el fin de seleccionar la placa viral para producir el stock viral, se colocaron 1.8
x 108 células por pozo en una placa de 6 pozos, diluidas en medio Grace’s 1X y con
un volumen final de 2 mL por pozo, y se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente para su adherencia. Posteriormente se retir6 el medio y las células se
incubaron durante 4 horas con las placas seleccionadas. Se adicionaron 2 mL de
medio SF-900 Il SFM a cada pozo y se incubaron durante 96 horas a 27 °C en
ambiente humedo. Finalmente, el pellet y el sobrenadante se recolectaron para su
analisis de expresion de proteina recombinante a través de Western blot y para la

amplificacion del stock viral, respectivamente.

Para el Western blot a partir de muestras de pellet se procedié de igual manera que
en 5.5.2.

5.5.4. Amplificacién de stocks de baculovirus

Una vez que se tuvo identificado al baculovirus que mostro el mayor efecto citopatico
y/lo que fue capaz de generar la mayor cantidad de proteina recombinante (VPs
modificadas) a partir del anadlisis de las placas aisladas; se procedié con la
amplificacion del stock del baculovirus recombinante denominado bacCapMod. Esta
se llevo a cabo en cultivos de células Sf9 en fase exponencial y a una viabilidad
mayor al 95% en medio SF900-1I SFM a una concentraciéon de 1 x 108 células/mL
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infectadas con 500 pL de sobrenadante del cultivo de la placa seleccionada en un
volumen de trabajo de 50 mL a 27 °C y 110 rpm. Después de 96 horas post infeccion
(hpi) o cuando la viabilidad celular estaba entre 20-30%, el stock de baculovirus
recombinante, también denominado pase 1, se recuperd del sobrenadante tras
centrifugar a 1000 g por 15 minutos a 4 °C, y este sobrenadante se almacenoé a 4
°C en 1% de SFB y protegido de la luz. Posteriormente, se amplifico el pase 2 del
baculovirus bacCapMod, mediante la infeccién de cultivos de células Sf9 a una
concentracion de 1 x 10° células/mL y una multiplicidad de infecciéon (MDI) de 0.1
UFP/célula.

Los baculovirus bacCap VAA-2 y bacRep Cap 2/8 empleados en este trabajo, se
amplificaron con la misma metodologia que se siguid para el baculovirus
bacCapMod.

5.5.5. Titulacién de baculovirus

La titulacion de los baculovirus recombinantes bacCap VAA-2, bacRep Cap 2/8 y
bacCapMod se realizé siguiendo la metodologia de Mena et al. (2003). En dos
placas de 96 pozos se sembraron 50 uL/pozo de células Sf9 a una concentracion
de 0.18 x 106 células/mL en medio SF900-11 SFM. Se prepararon diluciones seriadas
de 10° a 1010 del stock viral a titular y se agregaron 10 yL/ pozo, usando 16 pozos
por dilucién y 16 pozos como control negativo a los que se les adicion6 s6lo medio
de cultivo. Las cajas se incubaron durante 6 dias a 27 °C en ambiente humedo. Al
término del periodo de incubacion, se agregaron 10 uL/pozo de una disolucion (5
mg/mL) de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tatrazolio (MTT) (Sigma-
Aldrich, St, Louis, EUA). Las placas se incubaron en obscuridad durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion orbital, luego se centrifugaron durante 10
minutos a 2000 rpm. Los cristales de formazan formados, que son producto de la
actividad de la deshidrogenasa mitocondrial sobre el MTT, fueron solubilizados
usando 50 pL/pozo de dimetil sulféxido (DMSO). Se midié la absorbancia a 570 nm
usando un lector de microplacas (FLUOstar Omega, BMG Labtech). Los datos de

absorbancia y dilucion viral se ajustaron a un modelo sigmoide logistico de cuatro
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paradmetros (Ecuacion 1), usando el programa Sigmaplot 10.0 (SPSS, Chicago IL,
USA).

Ecuacion 1: Y=Y+ ?‘lﬁ)b

Xo
En esta ecuacion, Y representa la absorbancia, X, la dilucion del stock viral, Yo, la
absorbancia minima (que corresponde a la viabilidad minima detectada), a es la
absorbancia maxima, b es la pendiente de la curva y Xo es la dilucion a la cual la
respuesta fue del 50%. Introduciendo el valor de Xo en la ecuacion 2, se calculo la
dosis letal media del stock viral (TCLDso/mL). El valor de Xo se sustituye en la
ecuacion 2 con valor negativo y se obtiene el inverso del logaritmo y se divide entre
el volumen de virus empleado en cada diluciéon (0.01 mL) para obtener el valor de
TCLDso/mL. Este valor se sustituye en la ecuacién 3 para obtener TCIDso/mL.
Finalmente, para obtener el valor de UFP/mL se sustituye TCIDso/mL en la ecuacion
4.

Ecuacion 2: TCLDso/mL = 1/((10%0)/0.01 mL)
Ecuacion 3: logTCIDso/mL = 0.912 (log TCLDso/mL) + 1.674

Ecuacion 4: UFP/mL = TCIDso/mL x 0.69

5.6. Cuantificacién de proteina total

La cuantificacion de proteina total de todas las muestras se determiné mediante el
meétodo de Bradford en placa de 96 pozos (Nest Biotech Co., China). En cada pozo
se colocaron 150 pL de muestra diluida 1:10 o 1:50 en agua milli Q, y se le agrego
50 uL reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se utilizé una curva estandar de albumina de
suero bovino, en un rango de 5 a 80 ug/mL. Cada estandar y muestra se analizaron
por triplicado. Las muestras se incubaron 5 minutos protegidas de la luz y
posteriormente se determiné la absorbancia a 595 nm en el lector de microplacas
FLUOstar Omega.
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5.7. SDS-PAGE y Western blot

Para visualizar las proteinas presentes en una muestra y, en algunos casos,
determinar la pureza de ésta, se emple6 la técnica SDS-PAGE vy tincion con azul de
Coomassie 0 con nitrato de plata; y principalmente, para comprobar la presencia de
una determinada proteina se uso la técnica Western blot.

Se evaluaron muestras de sobrenadante de cultivo celular, de pelllet celular,
purificadas y concentradas. La evaluacion y comparacion entre muestras se hizo
con la misma cantidad de proteina total, con el mismo volumen de muestra o con el
mismo numero de células viables. En cada evaluacion por SDS-PAGE y Western
blot, se especifica la cantidad de muestra analizada y como se tratd cada muestra,

asi como también que controles se emplearon.

Cada muestra se mezclé con buffer de carga desnaturalizante y reductor 4X (glicerol
20%, SDS 5%, Tris-HCI 100 mM pH 6.8, B-mercaptoetanol 1%, azul de bromofenol
0.004%), y la mezcla se incubdé 10 minutos a 99 °C. Para el SDS-PAGE, las
muestras se cargaron en geles de acrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes y reductoras utilizando buffer de corrida Tris-glicina-SDS (Tris
base 24.8 mM, glicina 0.192 mM, EDTA 2 mM, SDS 0.1%, pH 8.8). Los geles se
tiferon o se sometieron a electrotransferencia, en el caso de la técnica Western blot.
La electrotransferencia se hizo usando membranas de PVDF (Millipore)
previamente activadas con metanol, en un sistema semiseco Owl™ (ThermoFisher
Scientific), utilizando buffer de transferencia (glicina 38.63 mM, tris base 47.88 mM,
SDS 0.037%, metanol 20%) y aplicando un amperaje constante de 40 mA durante
1 hora para cada gel. El bloqueo se realiz6 incubando la membrana de PDVF con
leche descremada al 5% en buffer TBS (NaCl 72.31 mM, Tris-HCI 7.61 mM, pH 7.5)
con Tween 20 al 0.1% (TBST), durante toda la noche a 4 °C. Se realizaron 3 lavados
con buffer TBST por 10 minutos cada uno. Luego las membranas se incubaron en
presencia del anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion, se realizaron 3 lavados con TBST de 10 minutos cada uno.
Posteriormente la membrana se incub6 durante 1 hora con el anticuerpo secundario.
Se realizaron tres lavados y finalmente se hizo el revelado con luminol (Millipore).

Las imagenes de los geles y membranas se capturaron con el fotodocumentador
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ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), y los andlisis de las imagenes

fueron realizados con el software Image Lab™ 6.0.1 de Bio-Rad.

Como anticuerpos primarios se emplearon el anticuerpo monoclonal (AcM) Bl
(Progen Biotechnik, Cat. 61058) a una dilucién 1:1000 para detectar las proteinas
VP1, VP2 y VP3 de VAA, un anticuerpo policlonal (Progen Biotechnik, Cat. 61084)
a una dilucion 1:1000 para detectar las proteinas VP1, VP2 y VP3 de VAA, el AcM
Al (Progen Biotechnik, Cat. 61056) a una dilucion 1:1000 para detectar la proteina
VP1 de VAA, el AcM A69 (Progen Biotechnik, Cat. 61057) a una dilucion 1:1000
para detectar las proteinas VP1 y VP2 de VAA y el AcM AcV5 (eBioscience, Cat.
14-6995-81) a una dilucidon 1:3000 para detectar la proteina GP64 del baculovirus.
Como anticuerpos secundarios se emplearon un anticuerpo monoclonal anti-IgG de
raton conjugado a una peroxidasa y diluido 1:5000 para los anticuerpos primarios
B1, Al, A69 y AcV5; y un anticuerpo monoclonal anti-IgG de conejo conjugado a
una peroxidasa y diluido 1:5000, para el anticuerpo primario policlonal. Los

anticuerpos se diluyeron en TBST.

5.8. Dot blot

La técnica de Dot blot se emple6 para detectar particulas pseudovirales de VAA
(VPs ensambladas en capsomeros/capsides), particulas virales de ZikV vy el
mimétopo del epitopo EDE1 de ZikV. Se evaluaron muestras de sobrenadante de
cultivo celular, pelllet celular lisado/clarificado, purificadas y concentradas. La
evaluacion y comparacion entre muestras se hizo por la misma cantidad de proteina
total o por el mismo volumen de muestra; en cada evaluacion de Dot blot se
especifica la cantidad de muestra analizada y como se traté cada muestra, asi como

también que controles se emplearon.

La membrana de PVDF fue activada siguiendo el mismo procedimiento empleado
para Western blot. Luego, la membrana se mont6 en un equipo Bio-Dot (BioRad)
conectado a una bomba de vacio y se adicionaron a cada pozo entre 100 a 300 uL
de cada muestra con diferentes cantidades de proteina total. Las muestras se
inmovilizaron en la membrana con ayuda de vacio. Posteriormente la membrana se
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blogued con leche descremada al 5% en TBST, durante toda la noche a 4 °C, y se
procedio de igual manera como en el procedimiento descrito para la técnica Western

blot, hasta revelar la membrana y capturar las imagenes.

Como anticuerpos primarios se emplearon el AcM A20 (Progen Biotechnik, Cat.
61055) a una dilucién 1:1000 para detectar ensamblados proteicos de las proteinas
VPs de VAA-2, el AcM ADKS8 (Progen Biotechnik, Cat. 651160) a una dilucién 1:3000
para detectar ensamblados proteicos de las proteinas VPs de VAA-8 y el AcM
EDE1-C8 (260 pug/mL), que es producido en nuestro grupo de investigacion por la
M. en C. Esmeralda Cuevas, a una dilucion 1:6000 para detectar el epitopo
conformacional EDE1 en particulas virales de DenV o ZikV o el mimétopo del
epitopo EDE1 desplegado en las proteinas VPs modificadas de VAA-8. Como
anticuerpos secundarios se emplearon un anticuerpo monoclonal anti-lgG de raton
conjugado a una peroxidasa y diluido 1:5000 para los anticuerpos primarios A20 y
ADKS; y un anticuerpo monoclonal anti-lgG de humano conjugado a una peroxidasa
y diluido 1:5000 para el anticuerpo primario EDE1-C8. Los anticuerpos se diluyeron
en TBST.

5.9. Produccion, purificacion y caracterizacion de capsides de VAA-8

En esta seccion se describe la produccion, purificacion y caracterizacion de las
capsides o PPV modificadas de VAA-8, asi como también, la produccién de los
controles de capsides o proteinas VPs nativas de VAA-2 y de VAA-8; esto con el fin
de determinar el despliegue del mimétopo en la capside de VAA-8, y obtener PPV

modificadas para inmunizar ratones.

5.9.1. Produccion y extraccion de capsides

Cultivos celulares de Sf9 a una concentracion entre 1.5-2 x 108 células viables/mL
en medio SF900-Il SFM, con un volumen de trabajo de 250 mL, se infectaron con el

baculovirus bacCap VAA-2, bacRep Cap 2/8 o bacCapMod, empleando una MDI de
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5 UFP/célula. Estos cultivos se mantuvieron a 27 °C y 110 rpm, y se cosecharon
entre las 60-72 hpi cuando la viabilidad celular se encontraba entre 40-60%. Los
cultivos celulares se centrifugaron a 1000 g por 15 minutos y 4 °C, y el pellet celular
se almacenoé a -20 °C o se sometid inmediatamente al proceso de extraccion de

capsides/VPs.

Para la extraccion de capsides, se utilizé el método reportado por Chahal et al.
(2007). Para esto, el pellet celular se solubilizé en buffer de lisis (Tris base 50 mM,
MgCl2 2 mM pH 7.5, Benzonasa 50 U/mL de buffer de lisis) a una relacion de 1 mL
de buffer de lisis por cada 10 x 108 células viables en el pellet. El pellet solubilizado
se incubé 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion y posteriormente se
afadio 1:10 volumenes de MgSO4 375 mM para alcanzar una concentracion final
de 37.5 mM y se incub6 nuevamente por 30 minutos a temperatura ambiente, luego
se realizaron 3 ciclos de congelado/descongelado con hielo seco y bafio Maria a 37
°C, se centrifug6 a 3500 g por 20 minutos a 4 °C y el sobrenadante se filtré a través
de membranas de 0.45 pm y se almacend a -20 °C o se someti6é inmediatamente al

proceso de purificacion. A este sobrenadante filtrado lo denominamos clarificado.

La produccién de capsides y el despliegue del mimétopo del epitopo EDE1 de DenV
y ZikV se evalud en el clarificado mediante la técnica Dot blot. Para detectar
capsides de VAA-8 se us6 el AcM ADKS8, y para detectar el despliegue del mimotopo
se empled el AcM EDE1-C8. Ademas, como AcM control se emple6 a A20; y como
controles negativos para A20 se usaron AAP y VP3 de VAA-2; como control negativo
para ADK8 se emple6 a AAP de VAA-2; y como control negativo y control positivo
para EDE1-C8 se empled a AAP de VAA-2 y a ZikV, respectivamente. Al igual que
VP3, AAP de VAA-2 fue donado por el M. en C. David Moreno de nuestro grupo de
investigacion, y el stock de ZikV usado en este analisis se produjo en el presente
trabajo y su proceso de obtencion se detalla en 5.10. Para todas las muestras, por
pozo se cargaron 10 pg o 20 pg de proteina total, excepto en el caso de ZikV, se
carg6 12 o 25 L de sobrenadante de cultivo. Antes de cargarse en el los pozos, las
muestras fueron diluidas en PBS 1X a un volumen final de 100 pL para facilitar su

manejo.
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5.9.2. Evaluacién de protedlisis de las proteinas VPs

La evaluacion de la protedlisis de proteinas VPs modificadas de VAA-8 por la
insercion de la secuencia de 24 aa se realiz6 en pellet celular resuspendido en PBS
1X como en 55.2 y en clarificado de pellet celular obtenido mediante el
procedimiento de extraccion descrito en 5.9.1. Ademas, se evaluaron y compararon
las producciones realizadas con el pase 1y el pase 2 de bacCapMod. El mapeo de
la protedlisis en las proteinas VP1, VP2 y VP3 se realiz6 mediante la técnica
Western blot, y los AcM Al, A69 y B1, y un anticuerpo policlonal. Como control
negativo para el Western blot, se empleé la proteina hemaglutinina del virus de la
influenza, la cual se produjo de manera recombinante en el SCI-BV, ésta fue donada
por el Ing. Alberto Porras de nuestro grupo de investigacién; y como controles de
proteinas VPs nativas, se emplearon las de VAA-2 y de VAA-8. La cantidad de las
muestras evaluadas sin someterse al procedimiento de extraccién que se cargaron
en los pocillos del gel se normalizaron mediante proteina correspondiente al mismo
namero de células viables. Por otro lado, para las muestras obtenidas con el
procedimiento de extraccién, es decir, clarificados, se cargaron 10 ug de proteina

total en los pocillos del gel; de igual manera, se carg6 10 ug del control negativo.

Ademas, con “PeptideCutter” (https://web.expasy.org/peptide cutter/) se pudo

identificar sitios de corte de proteasas dentro los 24 aa insertados en las VPs de
VAA-8; también, se revisé la base de datos “MEROPS”

(https://www.ebi.ac.uk/merops/) para identificar las proteasas codificadas por las

células Sf9 y por el baculovirus. Y para estimar el peso de los productos de

protedlisis de las VPs, se empled la herramienta ProtParam tool.

5.9.3. Purificaciéon de capsides de VAA por gradiente de iodixanol

En el presente trabajo, para la purificacion de capsides de VAA, se emplearon los
meétodos de centrifugacién en gradiente de densidad de iodixanol (Zolotukhin et al.,
1999), cromatografia de exclusién estérica (Marichal-Gallardo et al., 2017) y

cromatografia de afinidad (Uribe, 2020). El método de gradiente de iodixanol se
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detalla a continuacion, mientras que las metodologias de los procesos de

cromatografia se muestran de manera resumida en el anexo 6.

Clarificados obtenidos en el proceso de extraccion de capsides se sometieron al
proceso de purificacion por gradiente de iodixanol (OptiPrep™, Sigma-Aldrich) para

obtener capsides nativas y modificadas puras de VAA-8.

Para la purificacion de capsides nativas y modificadas, se utilizé la metodologia
reportada por Zolotukhin et al. (1999). Se utiliz6 un gradiente discontinuo de
iodixanol (15, 25, 40 y 60%) en PBS 1X con MgCl2 1 mM y KCI 2.5 mM (PBS-MK),

y en el caso del iodixanol al 15%, ademas se incluyé NaCl 1M.

Inicialmente para las capsides nativas, se utilizaron tubos Ultra-Clear de 38 mL de
capacidad nominal (Beckman, Cat. 344058), y en ellos se colocaron 2.92 mL de
iodixanol al 60%, 4.87 mL de iodixanol al 40%, 5.85 mL de iodixanol al 25%, 8.77
mL de iodixanol al 15% y 15.59 mL de clarificado (muestra). Las proporciones de
iodixanol empleadas en comparacion a las descritas por Zolotukhin et al. (1999),
varian para la fraccion del 60% y en la cantidad de muestra. Luego de armar los
gradientes, los tubos se centrifugaron a 26000 rpm (89454 g) por 8 horas y 42
minutos a 8 °C utilizando el rotor SW28 en una ultracentrifuga Optima XPN-100
(Beckman). Una vez terminada la centrifugacién se recolectaron las distintas
fracciones (fases e interfaces). Las muestras se almacenaron a -20 °C, y
posteriormente, se analizaron por medio de SDS-PAGE vy tincion con azul de
Coomassie, Western blot, Dot blot y microscopia electronica de transmisiéon (MET).
Para el SDS-PAGE y el Western blot y el AcM B1, se cargd un volumen de 15 uL
de cada fraccion mezclado con 5 uL del buffer de carga 4X, por pozo. Para el Dot

blot, se cargd 100 pl de cada fraccién colectada.

Para la purificacion de capsides modificadas, primero se evaluaron mas variantes
en las proporciones de iodixanol empleadas por Zolotukhin et al. (1999). La eleccion
de las variantes se bas6 en el trabajo de Buclez et al. (2016). Para estas
evaluaciones, se emplearon tubos Ultra-Clear de 14 mL de capacidad nominal
(Beckman, Cat. 344060). Las cantidades de cada porcentaje de iodixanol empleado

y de muestra colocadas en los tubos se muestran en la tabla 4. Los tubos se
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centrifugaron a 36000 rpm (163659 g) por 5 horas 11 minutos a 8 °C, utilizando el
rotor SW40 Ti en una ultracentrifuga Optima XPN-100. Una vez terminada la
centrifugacion, se recolectaron las distintas fracciones (fases e interfases). Las
muestras se almacenaron a -20 °C, y posteriormente, se analizaron por medio de
SDS-PAGE Yy tincion con nitrato de plata, Western blot con los AcM B1 y AcV5, y
MET. Para el SDS-PAGE y el Western blot, se cargd un volumen de 12 pL de cada

fraccion mezclado con 4 uL del buffer de carga 4X, por pozo.

Tabla 4. Variantes en las proporciones de iodixanol empleadas para el gradiente discontinuo en la
purificacion de las capsides modificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8.

Variantes
Tubos 1 2 3 4 5 6
Denominacion Palomares Zolotukhin Buclez Nueval Nueva2 Nueva3
Total (mL) 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
Muestra (mL) 1.14 5.13 9.62 9.62 8.66 8.18
15% 3.41 2.88 - 0.96 0.96 1.44
lodixanol 25% 3.41 1.92 0.96 1.28 0.96 0.96
(mL) 40% 2.27 1.60 1.28 0.64 1.28 1.28
60% 2.27 0.96 0.64 - 0.64 0.64

Las proporciones de la variante Palomares fueron evaluadas previamente por la Dra. Laura
Palomares, investigadora principal de nuestro grupo de investigacion; las proporciones de la variante
Zolotukhin corresponde a las empleadas para las capsides nativas de VAA-8 en el presente trabajo;
las proporciones de la variante Buclez fueron tomadas de Buclez et al. (2016); y las proporciones de
las variantes Nueva 1, 2 y 3 se basaron en modificaciones de la variante Buclez.

Después de determinar qué variante permitié recuperar y purificar las capsides
modificadas de VAA-8, se determiné la densidad de dichas capsides siguiendo el
protocolo descrito en las hojas de aplicaciones de OptiPrep™. Para esto, se
construyé una curva estandar, se hicieron diluciones 1:4 de cada % de iodixanol
usado en el gradiente, asi como también de la fraccidén en la que se encontraron las
capsides modificadas, las diluciones se hicieron con PBS-MK y en un volumen final
de 200 uL. Los estandares y la muestra se evaluaron por triplicado en una placa de
96 pozos a través de absorbancia a 340 nm en el lector FLUOstar Omega.
Finalmente, para determinar la densidad, se reemplazoé el valor calculado de % de

iodixanol para la fraccion de las capsides modificadas en la ecuacion 5.
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Ecuacién 5: Densidad (g/mL) = 0.005 (concentracion de iodixanol, %) + 1

Luego, se procedio a purificar en tubos Ultra-Clear de 38 mL de capacidad nominal
para obtener mayor cantidad de capsides modificadas purificadas; para esto, las
proporciones de cada fraccion del gradiente de la variante elegida se mantuvieron
para alcanzar un volumen final de 38 mL (1.95 mL de iodixanol al 60%, 3.89 mL de
iodixanol al 40%, 2.92 mL de iodixanol al 25%, 2.92 mL de iodixanol al 15% y 26.33
mL de clarificado). Las condiciones de centrifugacion fueron las mismas que se
usaron para purificar capsides nativas en tubos de 38 mL. De igual manera que con
las capsides nativas, las fracciones se colectaron y se evaluaron por las mismas

técnicas.

El proceso de purificacion para capsides nativas de VAA-8 se repitio, pero esta vez
con las mismas proporciones de iodixanol empleadas para las capsides

modificadas.

Finalmente, las fracciones de interés de las capsides nativas y modificadas se
concentraron y se les intercambidé el iodixanol por buffer PBS mediante
centrifugacion con tubos concentradores Corning® Spin-X® UF 6 mL de 50 kDa, a
4000 g y 4 °C hasta obtener el volumen deseado. Las muestras se almacenaron a
-20 °C, y posteriormente, se analizaron por medio de Dot blot y MET. Para el Dot
blot, se cargd 5 0 10 ug de proteina total diluido con PBS 1X en un volumen final de
100 pl.

La pureza de las capsides se determiné mediante densitometria en los geles de

SDS-PAGE usando el programa “Image Lab 6.0.1”.

5.9.4. Microscopia electronica de transmision (MET)

Las capsides nativas y modificadas de VAA-8 de muestras clarificadas o purificadas

se observaron mediante MET. Las muestras por evaluar se montaron en rejillas de
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cobre 200 mesh fomvar/carbon (Electron Microscopy Sciences). Se colocaron 10 pL
de la muestra en la rejilla durante 2 minutos, el excedente se retir6 con papel
absorbente libre de pelusas y se agregaron 10 uL de acetato de uranilo al 2% para
la tincion negativa de las muestras. El acetato de uranilo se centrifug6é a 12000 rpm
durante 10 minutos antes de usarse. Luego de 2 minutos de tincion, se retir6 el
excedente con papel absorbente, y las rejillas se colocaron en un portamuestras
dejandolas secar al menos 30 minutos. Las rejillas se observaron en un microscopio

electronico Zeiss LIBRA 120 (Zeiss, Alemania), operado a 80 kV.

5.9.5. Criomicroscopia electrénica (crioME)

Las capsides modificadas de VAA-8 se evaluaron a través de crioME en el “New
York Structural Biology Center” (Nueva York, EUA). La metodologia empleada se

basa en la reportada por Zhao et al. (2019).

Las muestras se cargaron en rejillas de oro 300 mesh R1.2/1.3 UltrAuFoil®. A partir
de una muestra a una concentracion de 1.5 mg/mL, se tomaron 3 pL y se colocaron
en la rejilla. Las rejillas se congelaron por inmersién en etano liquido (-180 °C) a
través del congelador Leica EM GP (Leica Microsystems) después de un tiempo de
transferencia de 1.5 s. Las rejillas se observaron en un microscopio electronico Titan
Krios (FEI) operado a 300 kV y equipado con una camara de deteccion directa K2
(Gatan). Las imagenes se tomaron como un conjunto de 50 fotogramas cada una,
durante un tiempo de exposicion de 10 segundos y una dosis total de 68 e-/A2 a
una magnificacion de 22500X, lo cual corresponde a un tamafio de pixel final de
1.073 A.

El mapa de densidad electronica obtenido se analiz6 a través del programa UCSF
Chimera version 1.15 para Windows (CA, EUA). El mapa de la capside modificada
se alined con la estructura 6UBM del PDB, la cual corresponde a la capside nativa
vacia de VAA-8 producida en el SCI-BV.
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5.10. Produccién de DenV-2 y de ZikV

En esta seccion se describe la propagacion, titulacion e inactivacion de DenV-2 y

de ZikV empleados en el presente trabajo.

5.10.1. Propagacion de DenV-2y de ZikV

Se sembraron células C6/36 y se realizaron pases hasta alcanzar un volumen de
50 mL en frascos T225, como se menciona en 5.3. Posteriormente, se realizo la
infeccion del cultivo con un stock de DenV-2 o ZikV. Para realizar la infeccion se
descart6 el medio de cultivo del frasco T225, la monocapa se lavo con PBS, luego
se infecté con DenV-2 o ZikV en medio EMEM sin SFB en un volumen de 10 mL a
una MDI de entre 0.01 a 0.03 unidades formadoras de focos (UFF)/célula. El frasco
T225 se dejo incubando por 2 horas a 28 °C y 5% de COz2, luego se agregaron 40
mL de medio EMEM, para obtener un volumen final de 50 mL y se dej6 incubando
por 60 a 72 horas a 28 °C y 5% de CO:2. Luego, los cultivos fueron cosechados para
obtener DenV-2 y ZikV; para esto, las células se sometieron a tres ciclos de
congelacion y descongelacion, y posteriormente, el cultivo se centrifugd a 2500 ¢
por 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante se filtré por 0.22 ym y se almacend a -70 °C
hasta su uso. Durante la propagacién, se monitored el efecto citopéatico y el
sobrenadante obtenido al final de la cosecha se evalué por Dot blot con el AcM
EDE1-C8. Para el Dot blot, como controles se emplearon 1 ug de la proteina E
comercial de ZikV (proteina E monomeérica) (Aalto Bioreagents, Cat. AZ6312) y 10
puL de sobrenadante cosechado de células C6/36 sin infectar; y de cada virus se
cargd 10 pL de sobrenadante cosechado. Antes de cargarse en el los pozos, las

muestras fueron diluidas en PBS 1X a un volumen final de 100 pL.

5.10.2. Titulacién viral mediante la prueba de focos

El titulo viral de los stocks de DenV-2 y ZikV propagados se determind mediante la

prueba de focos en cultivo de células Vero E6. Se sembraron aproximadamente
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0.07 x 10° células viables Vero E6 por pozo en placas de 96 pozos en medio DMEM
con 10% de SFB y se dejaron incubando por 24 horas a 37 °C y 8% de CO:2 en
ambiente hiumedo. Después de las 24 horas, se hicieron diluciones de 10t a 10° de
cada stock viral en medio DMEM sin SFB. Se retir6 el medio de cultivo de las placas
de 96 pozos y se afadieron 50 ul/pozo de cada dilucion viral por duplicado. Al control
negativo se le afiadio solo medio DMEM sin SFB. La placa de 96 pozos se incubo
por 2 horas a 37 °C y 8% de COz, luego del periodo de incubacion se agrego 100
pl/pozo de medio DMEM con 10% de SFB y se incubd por 48 horas a 37 °C y 8%
de CO:2 en ambiente humedo. Luego del periodo de incubacion, se retiré el medio,
las células se fijaron con 50 ul/pozo de metanol frio durante 15 minutos, se retiro el
metanol, las células se lavaron 3 veces con 300 ul de PBS/pozo, los pozos se
bloquearon con 300 ul/pozo de gelatina 5 g/L y se incubaron a temperatura ambiente
por 2 horas, se retir0 la gelatina, se realizaron 2 lavados de los pozos con buffer
PBS con Tween 20 al 0.1 % (PBST) y un lavado con PBS, se coloco 50 ul/pozo del
AcM D1-11(3) contra DenV (Abcam, Cat. Ab9202) o un anticuerpo policlonal contra
la proteina E de ZikV (GeneTex, Cat. 133314) diluidos 1:1000 en PBS con leche
descremada al 1% y se incubd a temperatura ambiente por 1 hora, se descart6 la
solucion de anticuerpo, se realizaron 2 lavados con PBST y un lavado con PBS, se
colocdé 50 ul/pozo de un anticuerpo anti-lgG de ratdon acoplado a peroxidasa
(Jackson ImmunoResearch, Cat. 115-035-003) para el AcM contra DenV o de un
anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology,
Cat. 2004) para el anticuerpo policlonal contra ZikV, ambos diluidos 1:2000 en PBS
con leche descremada al 1% y se incubé a temperatura ambiente por 1 hora. Se
descarto la solucién de anticuerpo, se realizaron 2 lavados con PBST y un lavado
con PBS, se agrego6 50 ul/pozo de TMB (ThermoFisher Scientific) y se incubo a
temperatura ambiente entre 30-40 minutos protegido de la luz, y finalmente se
contaron los focos en el microscopio invertido de campo claro. Se contaron focos
en la dilucion mayor en la que se observaron focos. El titulo viral se determiné con

la ecuacion 6 y se reportd como UFF/mL.
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Ecuacion 6:

UFF Promedio de N° de focos del duplicado (UFF) . . . .
= — , x dilucion viral
mL Volumen de indéculo de ZikV (mL)

5.10.3. Inactivacion de DenV-2 y ZikV mediante luz ultravioleta

Se colocaron 250 pl de DenV-2 o ZikV propagado vy titulado por cada pozo de una
placa de 6 pozos, y esta placa se irradi6 con luz ultravioleta (UV) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Para permitir que todas las particulas virales se expongan a
la luz UV, cada 15 minutos se homogenizé el contenido de cada pozo.

Posteriormente, los stocks virales inactivados se evaluaron por la prueba de focos.

5.11. Inmunizacién de ratones

5.11.1. Aprobacion del proyecto por el comité de bioética

Se redacté un documento con una breve descripcion del proyecto, justificacion del
uso de animales en el proyecto, disefio experimental, metodologia, informacién
sobre los animales requeridos, categoria del dafio en los animales, uso de
anestésico y flujo de trabajo para ser capacitado en la manipulacién de ratones. Este
documento fue aprobado por el Comité de Bioética del IBt-UNAM, y se le asigno el
namero de proyecto 370.

5.11.2. Inmunizacién de ratones BALB/c

Se emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c. Estos se obtuvieron del Bioterio
del IBt-UNAM, y todos los procedimientos con ellos, para evaluar la
inmunogenicidad de las capsides modificadas de VAA-8, se llevaron a cabo en el

area libre de patdgenos de este Bioterio; mientras que la inmunizacién para obtener
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sueros control positivo se realizé en la “Sala de Patégenos” del IBt-UNAM. Los
ratones fueron tatuados en las colas a través del sistema automatizado Labstamp®
(Somark, EUA).

Para la evaluacion de la respuesta inducida por las capsides modificadas de VAA-
8, se evaluaron dos disefios experimentales de vacunacion, pero antes se obtuvo el
suero preinmune de todos los individuos. En el primer disefio experimental se
inmunizaron ratones de entre 10 a 11 semanas de edad, y en el segundo disefio
experimental, de entre 13 y 14 semanas de edad. En ambos disefios, los antigenos
fueron administrados con una jeringa de insulina y en volumenes finales de 50 pL.
La via de administracion para el primer disefio fue la subcutanea, y para el segundo

diserfio, la intramuscular.

Ambos disefios experimentales estuvieron formados por cuatro grupos, y cada
grupo estuvo formado por cinco individuos. En el primer disefio experimental, se
usaron cépsides modificadas de VAA-8 purificadas con las proporciones de la
variante “Nueva 2” (descrito en 5.9.3) y capsides nativas de VAA-8 contenidas en el
clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8; mientras que, en el
segundo disefio experimental, ambas capsides empleadas fueron purificadas con

las proporciones de la variante “Nueva 2”.

Con respecto al primer disefio experimental, el primer grupo fue inmunizado con 20
Kg de proteina total que contenia a las capsides modificadas; el segundo grupo, con
10 pg de proteina total que contenia a las cdpsides modificadas mas adyuvante
incompleto de Freund (AIF); el tercer grupo, con 20 ug de proteina total que contenia
a las capsides nativas; y el cuarto grupo, con solo PBS. Todos los grupos recibieron
cuatro dosis. La segunda dosis o primer refuerzo se aplicé a los 15 dias post
inmunizacién (dpi), y las cantidades administradas fueron las mismas que se
aplicaron en la primera dosis. La tercera dosis o segundo refuerzo se aplico a los
39 dpi, el primer grupo recibié 8 pug de proteina total que contenia a las capsides
modificadas mas el adyuvante Imject Alum® (alimina) (suspensién de hidréxido de
aluminio e hidréxido de magnesio) (Thermo Scientific™, Cat. 77161); el segundo
grupo, 8 ug de proteina total que contenia a las capsides modificadas mas AlF; el

tercer grupo, 10 ug de proteina total que contenia a las capsides nativas; y el cuarto
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grupo, solo PBS. La cuarta dosis o tercer refuerzo se aplicé a los 53 dpi, el primery
el segundo grupo recibieron 20 pg de proteina total que contenia a las capsides
modificadas; el tercer grupo, 20 ug de proteina total que contenia a las capsides
nativas; y el cuarto grupo, solo PBS. En los grupos que recibieron adyuvante, este
se uso0 en igual volumen al que contenia al antigeno, es decir, si cada raton recibio

50 pL de volumen final, 25 L fueron de adyuvante.

Con respecto al segundo disefio experimental, el primer grupo fue inmunizado con
100 pg de proteina total que contenia a las capsides modificadas méas AlF; el
segundo grupo, con 100 pg de proteina total que contenia a las capsides nativas
mas adyuvante AIF; el tercer grupo, con 5 ug de PPV de ZikV formadas por las
proteinas E y prM, las cuales fueron donadas por Jocelyn Uribe; y el cuarto grupo,
con solo PBS. Al igual que en el primer disefio experimental, todos los grupos
recibieron cuatro dosis. La segunda, la tercera y la cuarta dosis se aplicaron a los
15, 30 y 45 dpi, respectivamente, y las cantidades administradas fueron las mismas,
pero en la cuarta dosis no se administré AlIF. En este disefio, el AIF también se

administré en igual proporcion de volumen.

Los sueros inmunes se colectaron a los 65 dpi para el primer disefio experimental,
y, a los 23 y 116 dpi para el segundo disefio experimental. Para la obtencién de
sueros, los ratones fueron inmovilizados mediante un cepo, con una hoja de bisturi
se les realizé un corte transversal de 1 mm aproximadamente en el extremo distal
de la cola y se les frotd la cola para estimular el goteo de sangre dentro de
microtubos de 1.5 mL hasta colectar entre 100-300 pyL de sangre. La sangre
colectada fue centrifugada a 12 000 rpm durante 2 minutos a 4 °C y se colect6 entre
10-60 uL de suero que fue almacenado a -70 °C para ser evaluados posteriormente

a través de la prueba de ELISA.

Los disefios experimentales de inmunizacion se muestran en las tablas 5y 6, y las

lineas de tiempo, en las figuras 17 y 18.
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Tabla 5. Primer disefio experimental de inmunizacion de ratones BALB/c.

Dosis (ug de proteina total/raton)

, o, 1° 2° 3°
Grupo Inmundégeno Inmunizacion
refuerzo refuerzo refuerzo
1 Cap Mod 20 20 8 + AL 20
2 Cap Mod 10 + AIF 10 + AIF 8 + AlF 20
3 Cap Nat 20 20 10 20
4 PBS - - - -

Cap Mod: capsides modificadas de VAA-8. Cap Nat: capsides nativas de VAA-8. PBS: solo PBS.

AlF: adyuvante incompleto de Freund. AL: adyuvante alimina.

Tabla 6. Segundo disefio experimental de inmunizacién de ratones BALB/c.

Dosis (ug de proteina total/raton)

1° 2° 3°

Grupo Inmunégeno Inmunizacion
refuerzo  refuerzo  refuerzo

1 Cap Mod 100 + AIF 100 + AIF 100 + AIF 100
2 Cap Nat 100 + AIF 100 + AIF 100 + AIF 100
3 PPV ZikV 5 5 5 5
4 PBS - - - -

Cap Mod: capsides modificadas de VAA-8. Cap Nat: capsides nativas de VAA-8. PPV ZikV:

particulas pseudovirales de ZikV. PBS: solo PBS. AlF: adyuvante incompleto de Freund.
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Figura 17. Linea de tiempo de la inmunizacion, refuerzos y sangrado para la colecta de suero del

primer disefio experimental.
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Figura 18. Linea de tiempo de la inmunizacién, refuerzos y sangrados para la colecta de suero del

segundo disefio experimental.

Por otro lado, para obtener sueros control positivo, dos ratones de 8 semanas de

edad se inmunizaron via intramuscular con 50 pL de DenV-2 o ZikV propagado en

células C6/36 con titulo de 10* UFF/mL e inactivado (descrito en 5.10). Los sueros

de estos ratones se colectaron a los 14 dpi a través de la metodologia descrita lineas

arriba.
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5.12. Evaluacion de larespuesta inmune humoral

5.12.1. Método de ELISA indirecto

Se realiz6 la prueba de ELISA indirecto para detectar anticuerpos IgG anti-DenV-2

y anti-ZikV en sueros preinmunes y sueros colectados después de la inmunizacion.

Se sensibilizaron placas Costar “high-binding” de 96 pozos (Corning®) cubriendo
con 50 uL/pozo de DenV-2 o ZikV propagado en células C6/36 con titulo de 10*
UFF/mL e inactivado, o con 50 pyL/pozo de PBST (Tween 20 al 0.1%), e incubando
toda la noche a 4 °C. Los pozos de las muestras, sueros controles y blanco se
cubrieron con DenV-2 o ZikV, y el control de bloqueo se cubrié solo con PBST. Los
pozos se lavaron tres veces con 300 uyL/pozo de PBST y se bloquearon con 300
ML/pozo de gelatina a una concentracion de 5 g/L en PBST durante 2 h a 37 °C. Los
pozos se lavaron tres veces con 300 uL/pozo de PBST, se afadieron 50 uL/pozo
de los sueros problema y sueros controles diluidos en PBST, en los pozos
correspondientes, segun el disefio de la placa de trabajo, y al blanco y al control de

blogueo se les afadieron 50 uL/pozo de PBST; y la placa se incub6 1 h a 37 °C.

Como sueros control positivo, se emplearon sueros de ratones inmunizados con
DenV-2 o ZikV inactivado diluidos 1:100. Los pozos se lavaron tres veces con 300
pL/pozo de PBST, se colocaron 50 pL/pozo del anticuerpo secundario diluido 1:1000
en PBST a todos los pozos, y se incub6 1 h a 37 °C. Como anticuerpo secundario
se empled el anticuerpo anti-lgG de ratdon conjugado a peroxidasa (Jackson
ImmunoResearch, Cat. 115-035-003). Los pozos se lavaron tres veces con 300
puL/pozo de PBST, se revel6 colocando 50 uL/pozo del sustrato TMB (Invitrogen,
Cat. 002023), y la placa se incubé durante 5 a 12 minutos protegida de la luz. Luego,

la reaccién se detuvo colocando 50 pL/pozo de HCl al 0.5 N.

Para determinar el titulo de anticuerpos IgG anti-DenV-2 y anti-ZikV en los sueros
problema, se evaluaron diluciones seriadas 1:2 de estos sueros, iniciando en la
dilucion 1:100 hasta la dilucion 1:12800. Cada dilucién se analizé por duplicado.
Luego de detener la reaccion con el sustrato, la absorbancia de cada pozo se ley6

a 450 nm en el lector de microplacas FLUOstar Omega.
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En la figura 19 se observa el disefio de la evaluacion en la placa de 96 pozos para

la determinacion de los titulos de anticuerpos.

Control positivo,
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Figura 19. Disefio de trabajo en la placa de 96 pozos para la determinacion de los titulos de
anticuerpo IgG anti-virus dengue del serotipo 2 o anti-virus Zika.

5.12.2. Procesamiento de datos y determinacion del titulo de anticuerpos IgG

Los valores de absorbancia (OD) a 450 nm de los duplicados de cada dilucion de
cada suero problema se promediaron. Los datos son presentados como la media

aritmética (promedio) y la desviacién estandar (DE).

Para calcular el titulo de anticuerpos de cada individuo se emple6 el método a punto
final (“endpoint titer”) (Frey et al., 1998); para esto, el titulo fue el reciproco de la
maxima dilucion del suero que presenta un valor de absorbancia a 450 nm mayor al

doble de la absorbancia del promedio de los blancos. Los titulos de anticuerpos de

66



cada grupo experimental son presentados como la media geométrica y el intervalo

de confianza del 95% para la media geométrica (IC 95%).

Se evaluo si los titulos de anticuerpos de cada grupo siguen una distribucion normal
mediante la prueba de Kolmogérov-Smirnov. Las comparaciones de titulos de
anticuerpo entre dos grupos independientes se realizaron mediante la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Estos analisis se realizaron con el paquete
estadistico GraphPad Prism version 6.01 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA). Las diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente
significativas cuando los valores p (p-valor) fueron menores a 0.05 y se indican con

un *.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Construccion del plasmido pSR660M1

Como se describe en 5.4, para la construccion del vector pPSR660M1 primero se
clond el fragmento 301 gBlock en el vector pJET1.2/blunt. En la figura 20 se muestra
el patron de restriccion con Pvul de tres colonias candidatas a tener la clonacion del

fragmento 301 gBlock.

Colonias candidatas
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Figura 20. Patrén de restriccién de pJET1.2/blunt mas inserto 301 gBlock con la enzima Pvul.
Analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. M: marcador de 1kb. 1,2 y 3: plasmidos
digeridos de las colonias candidatas 1, 2 y 3. 3SD: plasmido sin digerir de la colonia 3. Las flechas
indican bandas de 2162y 1113 pb.

El vector pJET1.2/blunt tiene una longitud de 2974 pb, y un sitio de corte Unico para
la enzima Pvul; mientras que el vector pJET1.2/blunt con la insercién del fragmento
301 gBlock tiene una longitud de 3275 pb y dos sitios de corte para la enzima Pvul,
y uno de ellos se encuentra dentro del fragmento 301 gBlock. En la figura 20 se
observan las bandas esperadas de 2162 pb y 1113 pb en los carriles de los
plasmidos digeridos de las colonias 1, 2 y 3. Este patron confirma la clonacion del

fragmento 301 gBlock en el vector pJET1.2/blunt.

En el quinto carril de la figura 20, se observan bandas que corresponde al plasmido
de la colonia 3 sin digerir con Pvul (3 SD); la banda entre los 2 kb y 3 kb del marcador

podria deberse a un estado conformacional superenrollado del vector. El vector
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pJET1.2/blunt sin inserto es un plasmido lineal, por lo tanto, al evaluarse en una

corrida electroforética, se esperaria una sola banda de 2974 pb.

La clonacion del fragmento 301 gBlock en el vector pJET1.2/blunt se realiz6 para
mantener el fragmento 301 gBlock dentro de un vector y poder utilizar a este vector
como molde para amplificar facilmente el fragmento 301 gBlock, que fue empleado

para la construccion de pSR660M1.

Después de la verificacion de la insercion del fragmento 301 gBlock, se procedi6 a
la construccion del vector pSR660ML1. El resultado de la evaluacion de seis colonias
candidatas a tener al plasmido pSR660M1, mediante patrén de restriccion con la

enzima Pvul, se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del producto de la digestion de los plasmidos
purificados de seis colonias candidatas a presentar la construccibn pSR660M1, con la enzima de
restriccién Pvul. M: marcador de 1kb. 1, 2, 3, 4, 5y 6: plasmidos digeridos de las colonias candidatas
1,2, 3,4,5y6. Las flechas indican bandas de 5729 y 3705 pb.

El vector pSR660 tiene una longitud de 9362 pb, y un sitio de corte Unico para la
enzima Pvul (Anexo 1, Figura Al); mientras que la longitud esperada del vector
pSR660M1 es de 9434 pb y presentaria dos sitios de corte para la enzima Pvul, y

uno de ellos se situaria dentro del inserto de 72 pb (Figura 22).
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Figura 22. Plasmido pSR660M1. Contiene la insercidon de 72 pb, que incluye a la secuencia del
mimotopo del epitopo EDE1, dentro del gen cap del VAA-8. Visualizado con SnapGene™ 1.1.3.

En la figura 21, los carriles de las colonias 2, 3, 4, 5 y 6 presentan las bandas
esperadas de 5729 pb y 3705 pb para la construcciéon pSR660M1 digerida con la
enzima Pvul, el carril de la colonia 1 solo presenta una banda correspondiente al
tamafno del vector pSR660 lineal (9362 pb), los carriles de las colonias 3 y 4
presentan una banda de mas de 10 kb, esta banda podria pertenecer al vector sin
digerir o a DNA cromosOmico que se extrajo por error cuando se purificaron los
plasmidos. El carril de la colonia 6 presenta una banda por debajo de 1 kb, no se

sabe el porqué de esta banda.

Los plasmidos de las colonias 3 y 4 se mandaron a secuenciar, el resultado fue la
presencia del inserto de 72 pb en el plasmido de la colonia 3 y la presencia de este

por duplicado en la colonia 4.

70



Se volvié a extraer plasmido de la colonia 3 y a digerir con la enzima Pvul, y esta
vez no se observo la banda de un tamafio mayor a 10 kb que aparece en la figura
20; probablemente, en la extraccion anterior se obtuvo DNA cromosomico por un
mal procedimiento con el kit “Zippy™ Plasmid Miniprep Kit”, u ocurri6 algin error en
el procedimiento de digestion (por ejemplo, no haber colocado la cantidad suficiente

de enzima de restriccion). La digestion de esta segunda extraccion se muestra en

la figura 23.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de la digestion del plasmido pSR660M1 extraido
por segunda vez de la colonia 3, con la enzima de restriccion Pvul. M: marcador de 1kb. D: pldsmido
digerido de la colonia 3. SD: plasmido sin digerir de la colonia 3. Las flechas indican bandas de 9434,
5729 y 3705 pb.

En la figura 23 se observa la presencia de las 2 bandas esperadas. Con la
verificacion del inserto de 72 pb dentro del plasmido de la colonia 3, y la verificacion
de que solo esta presente una vez y no por duplicado como en el plasmido de la
colonia 4, se logré6 cumplir el objetivo uno, que es construir un pladsmido que
contenga la insercion de la secuencia del mimétopo dentro de la secuencia del gen
cap de VAA-8 (Figura 22).

La posicion elegida para la insercion de los sitios de restriccion, las glicinas y el
mimétopo se debe a que esta posicién es similar a la posicion en la que ya se han
desplegado péptidos inmunogénicos en la capside de VAA-2 (Nieto et al., 2012).

Ademas, la insercion de otros péptidos entre los codones 590 y 591 de VAA-8 ya
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ha sido ampliamente explorada con éxito para modificar o mejorar del tropismo de
VAA-8 (BlUning y Srivastava, 2019).

De manera mas especifica, la localizacion de la insercion de los 72 pb dentro del
gen cap y de las secuencias de las proteinas VPs se muestran en la figura 24.

Cap VAA-8 = VP1 |
| VP2 |
\ VP3 |

AAP [ |

Inserto 72 pb

Figura 24. Visualizacion de la posicion de la insercién de los 72 pb dentro del marco de lectura del
gen cap de virus adeno-asociado del serotipo 8.

La insercidon ocurrid en la secuencia del gen cap codificante para la region del
carboxilo terminal, por lo tanto, esta insercidn estara presente en las tres proteinas
estructurales de VAA-8, tal como se ilustra en la figura 24. Ademas, esta insercion
no se encuentra dentro de la secuencia codificante para la proteina AAP (Figura

24), por ello, la funcién de ésta no se ve afectada.

Como en las plataformas generadas por Nieto et al. (2012) y Singer et al. (2016)
para el despliegue de péptidos inmunogénicos en VAA-2, el vector pSR660M1
posee los sitios de restriccion de las enzimas Notl y Sgfl insertados entre los
codones 590 y 591 del gen cap de VAA-8, los cuales se pueden emplear en otros
experimentos o0 proyectos para insertar secuencias de otros mimétopos o péptidos
inmunogénicos que deseen desplegarse en la capside VAA-8.

Los reportes de despliegue de péptidos vacunales en VAA-2 (Singer et al., 2016;
Jagu et al., 2015; Manzano-Szalai et al., 2014; Nieto et al., 2012) solo incluyen a la
secuencia de la proteina VP3, y requieren de la coexpresion de la proteina AAP
para obtener PPV, esto debido a que AAP es esencial para el ensamblaje de PPV
de VAA-2 y a que la secuencia de solo VP3 no incluye a toda la secuencia de AAP
(Figura 24); mientras que la plataforma para VAA-8 generada aqui, incluye a todo
el gen cap, y por eso, se obtendrian PPV conformadas por las 3 VPs y sin necesidad
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de coexpresar la proteina AAP (Figura 24). Por lo tanto, al cumplir el objetivo uno
del proyecto, se generd una plataforma para la insercion de péptidos, que pueden

ser vacunales, dentro de las tres proteinas estructurales o capside de VAA-8.

6.2. Construccion del baculovirus recombinante bacCapMod

6.2.1. Generacion del bacmido recombinante

El vector pSR660M1 ya presenta la secuencia del mimoétopo, por lo cual, se empled
como vector donador para la generacion del bacmido recombinante y del
baculovirus recombinante como se describe en el proceso del sistema Bac-to-Bac
en 2.6.

Las electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de PCR para
verificacion de la obtencion del bacmido recombinante de interés se muestran en la

figura 25.
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de PCR para verificar la
presencia de la generacion del bacmido recombinante. (A) Productos PCR generados con los
oligonucledtidos FM13-R1_M1 y FPolh-RM13. Las flechas indican bandas de 2.4 y 2.7 kb. (B)
Productos de PCR generados con los oligonucleétidos FM13-RM13. M: marcador de 1kb. Las PCR
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usaron como moldes a control negativo 1 (C1-): bacmido de una colonia azul, control negativo 2 (C2-
): bacmido recombinante donado por Jocelyn Uribe, control negativo (C-) = C1-, control positivo (C+)
= C2-,y, 1, 2 y 3: bAcmidos de colonias blancas candidatas a ser los bacmidos recombinantes de
interés. Las flechas indican bandas de 6.7,4.1y 0.3 kb.

El oligonucledtido FM13 hibrida sobre una regiéon que flanquea al sitio de
recombinacion Tn7R del bacmido, mientras que el oligonucleo6tido R1-M1 hibrida en
el inserto de 72 pb, es decir este tltimo oligonucledtido es especifico para el inserto
de 72 pb que contiene la secuencia del mimoétopo. En la figura 25A, empleando a
los oligonucleétidos FM13-R1_M1, se observa la presencia de la banda esperada
de aproximadamente 2.4 kb en los carriles de las colonias candidatas blancas 2 y
3. El control negativo 1 (C1-) corresponde al producto de PCR que empled bacmido
de una colonia aparentemente azul; sin embargo, se observa una banda tenue
alrededor de los 2.4 kb, lo cual se puede deber a que este control negativo
corresponde a una colonia azul que probablemente estaba mezclada con una
colonia blanca. El control negativo 2 (C2-) corresponde al producto de PCR que
empled un bacmido recombinante que no contiene el inserto de interés, y, por lo
tanto, el oligonucledtido R1_M1, que hibrida especificamente en el inserto de
interés, no permite la amplificacion de algun fragmento correspondiente al inserto

dentro del bacmido recombinante del C2-.

El oligonucleétido FPolh hibrida sobre el promotor de poliedrina (Polx), que se
encuentra dentro del bacmido recombinante de interés y también dentro del
bacmido recombinante que fue donado por Jocelyn Uribe, el cual presenta un gen
insertado de aproximadamente 1.8 kb bajo este promotor. El oligonucle6tido RM13
hibrida sobre una regién que flanquea al sitio de recombinacion Tn7L del bacmido.
En la figura 25A, en la evaluacion con los oligonucle6tidos FPolh-RM13 se observa
la presencia de la banda esperada de aproximadamente 2.7 kb en los carriles de
las colonias 2 y 3. El control negativo (C-) es el que se denomind C1- en la
evaluacion con los oligonucleétidos FM13-R1_R1, y a diferencia a la banda que se
observo en la evaluacion con los oligonucleotidos FM13-R1_M1, en esta evaluacion
no se observo alguna banda. El control positivo (C+) es el que se denomind C2- en
la evaluacion con los oligonucledtidos FM13-R1_M1. Este bacmido recombinante.

presenta una banda de peso cercano a los 2.7 kb, tal como se esperaba.
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Como se menciono, los oligonucleétidos FM13 y RM13 hibridan sobre las regiones
gue flanquean a los sitios de recombinaciéon Tn7R y Tn7L del miniTn7 presente en
el bacmido, respectivamente. Cuando se genera un bacmido recombinante con el
vector pFastBac™1 y se ejecuta una PCR con los oligonucleétidos FM13-RM13, el
amplicon esperado es de 2300 pb mas el tamafio del inserto, y para el
pFastBac™Dual, es de 2560 pb mas el tamafio del inserto (Manual del sistema Bac-
to-Bac®). Por otro lado, los oligonucleotidos FM13-RM13 hibridan sobre el bacmido
y amplifican un fragmento aproximado de 300 pb cuando no hay inserto
recombinado. En la figura 25B, el control negativo (C-) es el mismo que se empled
en la evaluacion con los oligonucleotidos FPolh-RM13, por lo tanto, al realizarse una
PCR con los oligonucledtidos FM13-RM13 y empleando bacmido de una colonia
azul (no recombinante) como molde, el tamafio esperado del amplicon sera de 300
pb (0.3 kb), tal como se observa en el carril 2 del gel de agarosa en la figura 25B. El
control positivo (C+) es el mismo que se empled en la evaluacién con los
oligonucledtidos FPolh-RM13, y es un bacmido recombinante que se generd con un
vector pFastBac 1 que tiene insertado un gen de 1.8 kb, por lo tanto, el tamafio del
amplicén esperado, al realizar una PCR empleando los oligonucleétidos FM13-
RM13 y este bacmido recombinante como templado, es de 4.1 kb, tal como se
observa en el carril 3 de la figura 25B. El bacmido recombinante de interés fue
generado con el vector pFastBac Dual que tiene un inserto de 4155 pb (pSR660M1),
1866 pb corresponden al gen rep del VAA-2, 2217 pb corresponden al gen cap del
VAA-8, y 72 pb corresponden al inserto que incluye la secuencia del mimétopo y
otros elementos que se describieron previamente. Por lo tanto, el tamafio del
amplicon esperado al realizar una PCR empleando los oligonucle6tidos FM13-RM13
y este bacmido recombinante como templado, es de 6.7 kb, tal como se observa en
el carril 4 de la figura 25B.

La PCR con los oligonucleétidos FM13-RM13 permitié verificar la presencia del
inserto de interés en el bacmido recombinante de la colonia 2, mientras que las otras
dos PCR permitieron verificar que la recombinacion ocurrié en el sentido correcto
para que el gen cap con la secuencia del mimétopo puedan expresarse en el SCI-
BV.

75



6.2.2. Transfeccion de células Sf9

La transfeccion de células Sf9 se realiz6 empleando el bacmido recombinante de la
colonia blanca 2, que fue evaluada y seleccionada por los resultados de PCR

descritos en 6.2.1. Los resultados de transfeccion se muestran en la figura 26.

Figura 26. Células Sf9 transfectadas con bacmidos recombinantes. (A) Células Sf9 transfectadas
con el bacmido que codifica para eGFP y RFP, a 100X y visualizada en el canal verde de
fluorescencia a los 9 dias post transfeccién. (B) Células Sf9 transfectadas con bacmido que codifica
para eGFP y RFP, a 100X y visualizada en el canal rojo de fluorescencia a los 9 dias post
transfeccion. (C) Células Sf9 sin transfectar a 600X y a los 4 dias de cultivo. (D) Células Sf9

76



transfectadas con 1 ug de bacmido que codifica para las VPs modificadas de VAA-8, a 600X y a los
4 dias post transfeccion. La linea amarilla sefiala el diametro del nudcleo. (D) Células Sf9
transfectadas con 2 pg de bacmido que codifica para las VPs modificadas de VAA-8, a 600X y a los
4 dias post transfeccion.

Como control del proceso de transfeccion se empled un bacmido recombinante que
codifica para las proteinas fluorescentes eGFP y RFP. En la figura 26 se muestran
las células Sf9 transfectadas con el bacmido recombinante control, y con el
generado por recombinacién con el vector pPSR660M1.

La fluorescencia observada en los controles (Figuras 26A y 26B) indican que el
proceso de transfeccién fue exitoso. Cuando las células Sf9 se transfectan con un
bacmido, se producen baculovirus, ya que este vector contiene todos los elementos
necesarios para su produccién. Durante la infeccion viral, estos baculovirus generan
efectos citopaticos en las células de insecto, y entre estos se pueden observar
hinchamiento del nucleo celular, aumento del tamafio en las células y granulos
(Williams y Faulkner, 1997; Palomares et al., 2001; O'Reilly et al., 1994).

En las figuras 26D y 26E, se muestran células de mayor diametro en comparacion
a las células de la figura 26C, esto se debe al efecto citopéatico causado por los
baculovirus producidos por la transfeccion. En la figura 26D se puede observar el
gran tamafo de los nucleos celulares debido al efecto citopatico en las células Sf9
transfectadas con 1 pg del bacmido recombinante que contiene el inserto de interés.
El ndcleo abarca casi el total del tamafio de la célula, sefialado con una linea
amarilla en una de las células que aparece en el centro de la figura 26D. En la figura
26E no se observa un gran tamafio de los nucleos, no se observa confluencia como
en las figuras 26C y 26D, y se muestran células que no estan adheridas a la base
del soporte de cultivo celular, esto se deberia a un error experimental durante la
transfeccion con 2 ug del bacmido recombinante. Los baculovirus son virus liticos,
y por ello se puede obtener al baculovirus recombinante bacCapMod, directamente

de los sobrenadantes de las células transfectadas.

Para la evaluacion de la produccion de baculovirus, se empleé el AcM AcV5 para
detectar la presencia de la proteina GP64, la cual es la principal proteina de

superficie del baculovirus (Monsma et al., 1996); y, para detectar a las proteinas
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VPs modificadas de VAA-8, se usO el AcM B1l. En la figura 27 se muestra el

resultado del Western blot para deteccion de baculovirus y proteinas VPs de VAA.
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Figura 27. Western blot para la evaluacion de la producciéon de baculovirus y la expresion de las
proteinas VP1, VP2 y VP3 modificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8. (A) Western blot del
sobrenadante de la transfeccion para detectar GP64 con el AcM AcV5. M: marcador dual color.
Control negativo (C-): sobrenadante de cultivo de células Sf9 sin transfectar, control positivo (C+):
bacRep Cap 2/8, 1 ug y 2 ug: sobrenadante de cultivo de células Sf9 transfectadas con 1 ug y 2 ug
de bacmido recombinante, respectivamente. La flecha indica la banda de 64 kDa de GP64. (B)
Western blot del sobrenadante y del pellet de la transfeccion para detectar las proteinas VPs
modificadas de VAA-8 con el AcM B1. M: marcador dual color. Para el sobrenadante, control negativo
(C-): sobrenadante de cultivo de células Sf9 sin transfectar, y, 1 ug y 2 ug: sobrenadante de cultivo
de células Sf9 transfectadas con 1 ug y 2 ug de bacmido recombinante, respectivamente. Para el
pellet, control negativo (C-): pellet de cultivo de células Sf9 sin transfectar, y, 1 ug y 2 ug: pellet de
cultivo de células Sf9 transfectadas con 1 ug y 2 ug de bacmido recombinante, respectivamente, vy,
control positivo (C+): VP3 de VAA-2 extraido de pellet de cultivo de células Sf9. Las flechas indican
las bandas de VP1, VP2 y VP3 modificadas (VP1Mod, VP2Mod y VP3Mod, respectivamente), y la
banda de VP3 nativa (VP3Nat).

En la figura 27A, se observa la banda de 64 kDa correspondiente a la proteina GP64
del baculovirus en los carriles del control positivo y los carriles correspondientes a
las transfecciones con el bacmido recombinante. El carril de la transfeccion con 1
Mg exhibe una banda mas intensa de 64 kDa en comparacion al carril de la
transfeccion con 2 pg; sin embargo, el carril correspondiente a los 2 ug presenta

una banda pronunciada entre los pesos de 25 y 37 kDa. Bandas de menos peso
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molecular detectadas con un anticuerpo anti-GP64, se han observado como

productos de protedlisis en reportes como los de Hom y Volkman (1998).

Por otra parte, el AcM B1 reconoce las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3 de
VAA-2 y de VAA-8 al unirse al epitopo comun “IGTRYLTR” en la region C-terminal
de estas tres proteinas entre los residuos de aa 729 y 736 (posiciones referentes a
VP1 de VAA-8, numero de acceso: NC_006261.1) (Mietzsch et al., 2014; Wobus et
al., 2000). Al usar este AcM se observan las bandas correspondientes a las
proteinas VP1, VP2 y VP3 modificadas (VP1Mod, VP2Mod y VP3Mod,
respectivamente) de VAA-8 en los carriles de las muestras de pellet celular
resuspendido de las transfecciones con 1 ug y 2 yg de bacmido recombinante
(Figura 27B). Por otro lado, no se observa presencia significativa de VPs en el
sobrenadante de las transfecciones debido a que al igual que las VPs nativas
recombinantes de VAA-8, estas se localizan principalmente dentro de las células
Sf9 y no en el medio extracelular (Gallo-Ramirez et al., 2011). El reconocimiento de
las VPs modificadas por el AcM B1 no se afecta, ya que la insercién se dio en las
posiciones 590 y 591 de VAA-8, posiciones lejanas al epitopo que reconoce AcM
B1, las cuales son equivalentes a las posiciones 587 y 588 de VAA-2 (Shen et al.,
2007). En el caso del control positivo, se observa la banda correspondiente a la
proteina VP3 de VAA-2. Como se observa en la figura 27B, la proteina VP3
modificada de VAA-8 tiene mayor peso que la proteina VP3 sin modificacion de
VAA-2, y esto tiene relacidon con la prediccion con ProtParam tool. Las proteinas
VP1, VP2 y VP3 de VAA-2 pesan 87 kDa, 72 kDa, y 62 kDa, respectivamente
(Wistuba et al., 1995). El peso de las proteinas VPs de VAA-8 es igual a las de VAA-
2 (Merrit et al., 2009). Segun la estimacion in silico del peso de las proteinas VPs,
las modificadas pesan 2 kDa mas que las nativas; por lo tanto, el peso de las VPs
con los 24 aa adicionales para VAA-8 es de 89 kDa, 74 kDa y 64 kDa para VP1 +
24 aa, VP2 + 24 aa 'y VP3 + 24 aa, respectivamente. La banda de la proteina VP3
aparece mas intensa debido a que la relacion de la produccién de esta proteina es
de 10 veces mayor que las otras proteinas VPs (Wistuba et al., 1995). Por otro lado,
se observan bandas de menor tamafio en comparacion a las VPs, las cuales serian

productos de protedlisis, esto se discutira mas adelante en la seccion 6.3.2.
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Al comparar las figuras 27A 'y 27B, por un lado, la transfeccion con 1 ug de bacmido
recombinante permite obtener mayor cantidad de GP64 en comparacion a la
transfeccion con 2 ug, y por otro, ambas transfecciones permiten obtener
aparentemente la misma cantidad de VPs modificadas de VAA-8. Una posible
explicacion de este fendmeno seria que durante y después del proceso de
transfeccion con 2 ug de bacmido, se generaron mutaciones en la secuencia de
GP64 que afectarian la estabilidad de la estructura de GP64, lo cual conduciria a su
escision por algun proceso proteolitico; mientras que las secuencias de las VPs no
estarian siendo afectadas por mutaciones. Ademas, en la transfeccion con 2 ug de
bacmido, se podrian estar formando particulas virales que incluyeran productos de
protedlisis de GP64, las cuales empaquetarian genomas recombinantes y
transducirian células de insecto con la misma o similar capacidad de las particulas

virales formadas por solo GP64 intacta (Li y Blissard, 2010).

En resumen, se concluye que la transfeccion fue exitosa, que se estan generando
baculovirus recombinantes y que las proteinas VPs recombinantes se estan

expresando.

Segun el efecto citopatico observado en los controles, a mayor nimero de dias post
transfeccion se espera mayor cantidad de progenie viral. Para realizar el ensayo de
aislamiento de placas virales y continuar con el proceso de obtencion de
bacCapMod, se empled al sobrenadante de la transfeccion con 1 ug de bacmido
colectado a los nueve dias post transfeccién. Esto debido a que mostré mayor
produccién de baculovirus formados con GP64 intacta en comparacion al
sobrenadante de la transfeccion con 2 pug de bacmido.

6.2.3. Ensayo en placa para aislamiento de placas virales y seleccion de

baculovirus para obtener stock viral

En la figura 28 se muestra el resultado del ensayo en placa para aislamiento de
placas de baculovirus a partir de diluciones seriadas del sobrenadante de la

segunda generacion de baculovirus de la transfeccion con 1 ug de bacmido.
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Figura 28. Ensayo en placa para aislar poblaciones clonales de baculovirus bacCapMod. Las placas
virales colectadas se sefialan con circulos.

En la placa de 6 pozos se sembraron cinco diluciones del baculovirus y un control
de células Sf9 sin infectar. En total se colectaron 12 placas virales, se descartd una
placa de la dilucién 10* por no colectarse de manera correcta. Entonces, se
obtuvieron una placa, una placa, cuatro placas y cinco placas de las diluciones 10
2,103, 10y 10, respectivamente. Cada placa representa una poblacion clonal de
baculovirus, el ensayo en placa permite aislar poblaciones clonales, ya que el agar
evita la difusion de baculovirus generado por infeccion de las células, y de esta
manera una poblacién clonal qgueda confinada en una placa (Gonzalez-Hernandez
et al., 2012). Las placas colectadas se propagaron, y en la figura 29 se observa el
resultado de Western blot con el AcM B1 para la determinacion de la placa que mas
produce VPs modificadas de VAA-8.
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Figura 29. Western blot con el anticuerpo monoclonal B1 para evaluar la expresién de las proteinas
estructurales modificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8, por las placas virales. La
evaluacion se realiz6 en pellet de cultivos de células Sf9 infectadas con las 11 placas virales aisladas.
Las placas del 1 al 7 se analizaron en (A), mientras que las 8 al 11, en (B). M: marcador dual color.
Control negativo (C-): pellet de cultivo de células Sf9 sin infectar. Control positivo (C+): VP3 de VAA-
2 extraido de cultivo de células Sf9. Las flechas sefialan a la VP3 modificada (VP3Mod) de 64 kD y
a la VP3 nativa (VP3Nat) de 62 kDa.

En la figura 29 se evidencia que nueve placas expresan VP3. La placa 6 genero el
mayor efecto citopéatico cuando se propag6 en células Sf9, mientras que la placa 11
fue una de las mas productoras de proteina VP modificada de VAA-8. Lo segundo
se deduce al comparar la relacién de intensidad entre la banda VP3Mod (64 kDa) y
la banda méas abundante generada por protedlisis de VPs, ubicada entre 15 kDa y
20 kDa. Por tal motivo, la placa 11 fue seleccionada para amplificarla y obtener los

stocks virales pase 1y pase 2 de baculovirus recombinante bacCapMod.

6.2.4. Amplificacién y titulacion de baculovirus

Los baculovirus recombinantes bacCap VAA-2, bacRep Cap 2/8 y bacCapMod se
amplificaron al infectar cultivos de células Sf9. El baculovirus bacCap VAA-2 pase 2
se amplificd y tituld para obtener un pase 3, bacRep Cap 2/8 pase 1 se uso6 para
obtener un pase 2, y bacCapMod pase 0 se empled para obtener un pase 1y

posteriormente un pase 2.
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Los titulos virales obtenidos para cada baculovirus y cada pase se muestran en la
tabla 7.

Tabla 7. Titulos de los stocks de baculovirus recombinantes.

NUmero de

Baculovirus pase Titulo (UFP/mL)
bacCap VAA-2 3 5x 108
bacRep Cap 2/8 2 1.4 x10°

bacCapMod 1 8 x 107

bacCapMod 2 1x10°

La amplificacion de los stocks de baculovirus es una de las partes mas importantes
del proceso de produccion de proteina recombinante en el SCI-BV. Hay dos
problemas que pueden afectar la calidad del stock viral. El primero es la inestabilidad
genética y consiste en la pérdida del gen recombinante durante la amplificacién de
los stocks mediante pases subsecuentes; y el segundo es la aparicién de particulas
interferentes defectuosas, las cuales tienen deleciones que comprenden hasta el
43% del genoma total, y se acumulan durante la amplificacién de los stocks virales.
Por lo tanto, se recomienda mantener el nimero de pase de los stocks virales lo
mas bajo posible, de preferencia por debajo de un pase 6 (Palomares et al., 2015).
Debido a esto, los stocks de trabajo de los baculovirus bacCap VAA-2, bacRep Cap

2/8 y bacCapMod del presente trabajo, tienen un nimero de pase bajo.

6.3. Produccién, purificacion y caracterizacion de capsides de VAA-8

6.3.1. Produccion de capsides

Para la produccion de cada capside de VAA-8 (nativa o0 modificada), se emplearon
dos matraces de 1 L con cultivos de 250 mL para cada matraz, es decir, 500 mL de

cultivo para cada capside. El resultado de la evaluacion, mediante Dot blot, de la
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presencia de capsides y del despliegue del mimétopo en la capside modificada de

VAA-8 se muestra en la figura 30.

A A20 B ADKS8 C EDE1-C8
Proteina total Proteina total
10pg 20 ug 10ug 2049 12 uL 25 uL
VAA-8 Nat VAA-8 Nat . . C+: ZikV
Proteina total
10pg » 20pg
VAA-2 Nat
. . VAA-2 Nat C-: AAP |
- -
C1-: AAP
C-: AAP VAA-8 Nat
C2-: VP3
VAA-8 Mod VAA-8 Mod VAA-8 Mod

Figura 30. Dot blot con los anticuerpos monoclonales A20, ADK8 y EDE1-C8 para evaluar la
presencia de capsides en los clarificados de pellet celular, y evaluar el despliegue del mimoétopo del
“epitopo 1 dependiente del dimero de la proteina E” de virus dengue y virus Zika. En (A) se uso el
AcM A20, en (B) se usé el AcM ADKS, y en (C) se us6 el AcM EDE1-C8. Capsides/VPs nativas de
VAA-8 (VAA-8 Nat), capsides/VPs nativas de VAA-2 (VAA-2 Nat) y Capsides/VPs modificadas de
VAA-8 (VAA8 Mod): clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8, bacCap VAA-2 y con
bacCapMod, respectivamente. Control negativo 1 (C1-) = Control negativo (C-): clarificado de células
Sf9 que contiene a la proteina AAP de VAA-2. Control negativo 2 (C2-): clarificado de células Sf9
gue contiene a la proteina VP3 de VAA-2. Control positivo (C+): sobrenadante de cultivo de células
C6/36 infectadas con ZikV.

A diferencia de la técnica de Western blot empleada en este trabajo, el Dot blot
permite detectar epitopos conformacionales debido a que las proteinas no se

someten a un proceso de desnaturalizacion.

En la figura 30A, se observa que el AcM A20 solo reconoci6 a la muestra
correspondiente a VAA-2, este AcM reconoce epitopos conformacionales presentes
en la capside de VAA-2, y no en proteinas VPs sin ensamblar (Chavez, 2011).
Ademas, A20 no presentd reactividad cruzada con epitopos conformacionales
formados en la capside de VAA-8, este resultado concuerda con el reportado por

Mietzsch et al. (2014). Por lo tanto, se produjeron satisfactoriamente PPV o capsides
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de VAA-2 mediante el sistema células de insecto-baculovirus al emplear el bacCap
VAA-2.

Por otro lado, al igual que el AcM A20, el AcM ADK8 reconoce epitopos
conformacionales especificos en la superficie de la capside, y en este caso es
especifico para VAA-8; no reconoce VPs desensambladas de VAA-8, y no presenta
reactividad cruzada con la capside de VAA-2 (Mietzsch et al., 2014). En la figura
30B, se muestra que el AcM ADK8 reconoce de manera selectiva a la muestra de
VAA-8, y no a la de VAA-2. Por otra parte, no se observa sefial en los pozos donde
se cargaron muestras correspondientes a las VPs/capsides modificadas de VAA-8;
esto se debe a que la insercion de los 24 aa entre los residuos 590 (N) y 591 (T)
(posiciones referidas a la proteina VP1 de VAA-8) de las VPs estaria interfiriendo
con el principal determinante antigénico del AcM ADK8 (Gurda et al., 2012). Este
determinante se ubica en la region variable VIII (VR-VIII) o el bucle (loop) IV
(segunda protuberancia mas alta de las presentes en el eje de simetria triple) de las
VPs, el cual se encuentra en la parte externa de las capsides (Biuning y Srivastava,
2019; Shen et al., 2007), y estd compuesto por el péptido 586-LQQQNT-591
(posiciones referidas a la proteina VP1 de VAA-8). Por lo tanto, el resultado de la
figura 30B confirma que la insercién se realizdé en la posicién correcta segun el
disefio del presente trabajo, sin embargo, este resultado no muestra si las VPs
modificadas estan ensambladas formando capsides.

Finalmente, se emple6 el AcM EDE1-C8 para evaluar el despliegue del mimotopo
‘HSPLEKPVPHRS” del epitopo EDE1 de DenV y ZikV en las VPs/capside
modificada de VAA-8 (Figura 30C). El anticuerpo reconocié al control positivo (C+)
de particulas virales de ZikV, y este resultado concuerda con los reportados en el
trabajo de Barba-Spaeth et al. (2016). Este AcM también reconocié al mimotopo
insertado en las VPs de VAA-8, lo cual nos indica que el mimotopo esta siendo
desplegado en la conformacion correcta sobre las VPs/capside de VAA-8. Ademas,
este AcM no reconocio a la capside nativa de VAA-8, por lo que podemos aseverar
gue la seial observada sobre la muestra VAA-8 Mod, en la figura 30C, se debe a la
presencia del mimétopo y no a una reaccion cruzada con un epitopo propiamente

de la estructura de las capside de VAA-8. El despliegue en la conformacion correcta
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del mimoétopo seria respaldado por las inserciones de alaninas y glicinas que
flanquean a la secuencia del mimétopo, éstas funcionarian como “linkers” entre los
aa de las proteinas VPs y los aa del mimotopo, lo cual le permitiria independencia
estructural al mimétopo y ayudaria a que la estructura de las VPs no se vea afectada
por la insercién; ya que las alaninas y glicinas son aa pequefios, y ademas, las
glicinas permiten flexibilidad (Singer et al., 2016).

Con estos resultados, se comprueba que el AcM ADK8 reconoce de manera
especifica a VAA-8 y que las VPs modificadas presentan al mimétopo desplegado
con su estructura conformacional correcta para ser reconocido por el AcM EDE1-
C8. Para determinar la formacion de capsides modificadas, las muestras se
evaluaron por MET después de ser purificadas (resultados mostrados méas adelante
en la seccion 6.3.3).

6.3.2. Evaluacion de protedlisis de las proteinas VPs

Debido a que en los resultados anteriores de Western blot (Figuras 27 y 29) se
observan bandas de menor peso molecular con respecto a las proteinas VPs
modificadas de VAA-8 (89, 74y 64 kDa), se decidi6é evaluar este fendbmeno mediante
un mapeo con otros anticuerpos, ademas del AcM B1, que reconocen otros epitopos

de las proteinas VPs.

De acuerdo con el disefio del experimento, se plante6 evaluar si entre los pases 1
y 2 de baculovirus bacCapMod hay diferencias en cuanto a la presencia de
productos de protedlisis de proteinas VPs, si el proceso de extraccion de capsides
o proteinas VPs favorece la protedlisis, si los cortes enziméticos ocurren
mayoritariamente en VP1 o VP2 o VP3, y si la protedlisis estuviese generando
productos que no contengan el inserto de 24 aa debido al corte cerca al C-terminal
de las VPs. En la figura 31 se muestra el resultado de los Western blot empleando

los cuatro anticuerpos.
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Figura 31. Mapeo mediante Western blot de la protedlisis de las proteinas VPs modificadas de virus
adeno-asociado del serotipo 8. En (A) se us6 un anticuerpo policlonal que reconoce las tres VPs, en
(B) se uso6 el AcM B1 que también reconoce las tres VPs, en (C) se us6 el AcM Al que reconoce
solo a VP1, y en (D) se us6 el AcM A69 que reconoce a VP1 y VP2. De (A) a (D), se evaluaron
muestras obtenidas sin y con procedimiento de extraccion de capsides/VPs. M: marcador dual color.
Control negativo (C-): hemaglutinina del virus de la influenza producida en el SCI-BV, proteinas VPs
nativas de VAA-8 (VAA8 Nat), proteinas VPs modificadas de VAA-8 producidas con bacCapMod
pase 1 (VAA8 Mod P1), proteinas VPs modificadas de VAA-8 producidas con bacCapMod pase 2
(VAA8 Mod P2), proteinas VPs nativas de VAA-2 (VAA2 Nat). Las flechas negras indican las bandas
correspondientes a las proteinas VPs nativas y las flechas rojas a productos de protedlisis de las
muestras de VPs modificadas de VAA-8. *VP1 modificada, AVP2 modificada y 1VP3 modificada.

Como ya se mencioné en 6.2.2, el AcM B1 reconoce un epitopo comdn entre las
tres VPs, el cual se encuentra entre los aa 729 y 736; mientras que el AcM Al
reconoce al epitopo “KRVLEPLGL”, el cual forma parte de la secuencia de VP1 que

no es compartida con las otras VPs y se ubica entre los aa 123 y 131 (posiciones
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referentes a VP1 del VAA-8, nimero de acceso: NC_006261.1) (Wobus et al., 2000;
Shen et al, 2007). Por otro lado, el AcM A69 reconoce el epitopo
‘LNFGQTGDADSV” de VAA-2, el cual se ubica entre los aa 171 y 182 (posiciones
referentes a VP1 de VAA-2, nimero de acceso: NC_001401.2) (Wobus et al., 2000);
sin embargo, en la posicibn similar para VAA-8, se encuentra la secuencia
‘LNFGQTGDSESV” entre los aa 172 y 183 (posiciones referentes a VP1 de VAA-8,
numero de acceso: NC_006261.1) (Shen et al., 2007).

En la figura 31, no se observan diferencias entre las producciones de VPs
modificadas por los pases 1y 2 del bacCapMod; no hay diferencias entre las VPs
obtenidas sin y con el procedimiento de extraccion. Aparentemente, se cargd menor
cantidad de proteina en los carriles correspondientes a la evaluacién con el
procedimiento de extraccion, pero las bandas mas intensas se observan en ambos

grupos de muestras.

En la figura 31A, se observa que el anticuerpo policlonal reconoce a las proteinas
VPs nativas de VAA-2 y de VAA-8 del tamafio esperado (87, 72 y 62 kDa), y también
reconoce a productos de protedlisis de ambos serotipos. Se observan mas
productos de protedlisis de pesos mayores a 62 kDa para el serotipo 8, lo cual
muestra que las proteinas VP1 y VP2 de VAA-8 son mas susceptibles a protedlisis
gue las del serotipo 2. En las muestras de VPs de VAA-8, también se observan
bandas mas intensas en los productos de protedlisis por debajo de los 62 kDa en
comparaciéon a VAA-2. Estas podrian ser cualquiera de las tres VPs. La
susceptibilidad a degradacion de las VPs de VAA-8 puede deberse a secuencias
especificas en las VPs que son sitios de corte para proteasas, como es el caso del
sitio de corte para la catepsina codificada por el baculovirus (v-CATH), ubicado entre
los residuos G190 y E191 (posiciones referentes a VP1 de VAA-8, nimero de
acceso: NC_006261.1) (Galibert et al., 2018). Este sitio de corte esta presente en la
region comuan entre VP1 y VP2 de VAA-8, pero no en la de VAA-2. Esta
susceptibilidad también puede deberse a conformaciones especificas de las VPs de
VAA-8 (estructuras secundarias y terciarias), las cuales permitirian el acceso de
proteasas como la v-CATH. Galibert et al. (2018) reportan un sitio de corte para v-
CATH entre los residuos N173 y F174, el cual es conservado entre VAA-2 y VAA-8,
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pero solo se observa actividad de v-CATH en VP1 y VP2 de VAA-8, y no sobre las
VPs de VAA-2. Para el caso de las proteinas modificadas de VAA-8, el anticuerpo
policlonal reconoce a las tres VPs modificadas y también a los productos de
protedlisis de las VPs. Se observan dos bandas muy intensas, incluso una es mucho
mas intensa que las VPs modificadas del tamafio esperado (89, 74 y 64 kDa), éstas
son sefaladas con flechas rojas en la figura 31, entre los 37-50 kDa y los 15-20 kDa.
Estos productos de protedlisis también aparecen en la muestra de VPs nativas de
VAA-8, pero con menor intensidad; ademas, también observan otras bandas que
solo aparecen en las muestras de VPs modificadas. Esto puede deberse a que la
insercion de los 24 aa afectaria al plegamiento de las VPs, la eficiencia de
ensamblaje de particulas de VAA-8 y facilitaria el acceso de algunos sitios para
sufrir la actividad de proteasas, esto también podria deberse a que los 24 aa
contienen sitios de reconocimiento para alguna proteasa que pueda estar presente
en las células Sf9 o sean codificadas por bacCapMod. Con la herramienta in silico
“PeptideCutter” se pudo identificar sitios de corte dentro de los 24 aa para enzimas
como quimiotripsina, proteinasa K, tripsina, entre otras (Anexo 5, Figura A6); y por
el lado del SCI-BV, ademés de la v-CATH codificada por bacCapMod, las células
Sf9 producen a las proteasa catepsina B, catepsina L1, enzimas tipo quimiotripsina,

entre otros (Anexo 5, Figura A7).

En la figura 31B, se observan bandas correspondientes a las proteinas VPs nativas
de VAA-2 y de VAA-8, asi como también las VPs modificadas de VAA-8 de los
tamafios esperados. Ademas, se observan dos bandas muy intensas, sefialadas
con flechas rojas, de productos de protedlisis de VPs modificadas entre los pesos
de 15y 20 kDa, la que corresponde con el peso de la banda mas intensa en la figura
31A, y los pesos de 10y 15 kDa, esta ultima también se observa en el carril de las
VPs nativas de VAA-8. EI AcM B1 reconoce un epitopo situado casi en el final del
C-terminal de las VPs, por lo tanto, se puede afirmar que esos productos de
protedlisis mantienen intacto el epitopo de B1. Para determinar si estos productos
de protedlisis podrian haber perdido la secuencia del mimaotopo, se estimo cual seria
el peso si el corte se hubiese realizado justo antes de la secuencia del mimétopo,
iniciando la visualizacion desde el C-terminal, y el peso estimado fue de 17.1 kDa

(154 aa); mientras que, si el corte se hubiese realizado justo después de la

89



secuencia del mimétopo, el peso seria de 18.4 kDa (166 aa). La banda mas intensa
de productos de protedlisis se encuentra entre 15y 20 kDa, y por lo tanto existe la
probabilidad de que dicha banda corresponda a un producto de protedlisis que ha
perdido la secuencia del mimétopo; y en el caso de la banda intensa de menor peso,
se puede afirmar que es un producto de protedlisis que no contiene la secuencia del
mimétopo. Por otra parte, con el resultado de la figura 31B, no se puede aseverar si
este producto de protedlisis proviene de todas las VPs, de dos o de solo una de

ellas.

En la figura 31C, se observan bandas correspondientes a las proteinas VP1 nativas
de VAA-2 y de VAA-8, asi como también la VP1 modificada de VAA-8 del tamafio
esperado. Por otra parte, con flechas rojas se sefiala a los productos de protedlisis
de la proteina VP1 modificada, de éstas destacan dos bandas intensas justo debajo
de la VP1 modificada del tamafio esperado (flechas rojas superiores), y al comparar
con el carril de VAA-8 nativo, se observa que la mas intensa, no aparece. La
intensidad de estas bandas indica que existe mas productos de protedlisis de VP1
gue VP1 modificada del tamafio esperado, mientras que para VAA-8 nativo, la
banda mas intensa corresponde a la VP1 intacta. Por otro lado, para determinar si
alguna de estas dos bandas intensas corresponde a un producto de protedlisis que
perdi6 la secuencia del mimétopo, se estimo cual seria el peso si el corte se hubiese
realizado justo antes de la secuencia del mimoétopo, iniciando desde el primer
aminoacido del N-terminal, y el peso estimado fue de 65.5 kDa (596 aa); mientras
gue, si el corte se hubiese realizado justo después de la secuencia del mimétopo,
el peso seria de 66.9 kDa (608 aa). Por lo tanto, de la figura 31C, se puede
mencionar que existe la posibilidad de que esas bandas intensas contengan la
secuencia del mimétopo. Por otra parte, se obtienen 53.4 kDa al estimar el peso de
la secuencia desde el primer aminoacido del epitopo reconocido por el AcM Al
(posicién 123 de VP1) hasta el ultimo aminoacido del mimotopo, y 52 kDa, sin incluir
la secuencia del mimotopo; por lo cual, los productos de protedlisis de ~50 kDa a
menos, en la figura 31C, han perdido al mimétopo, e incluso se observan dos
bandas que solo aparecen en el carril de VAA-8 modificado (flechas rojas inferiores),
y la de mayor peso se corresponderia con la banda més intensa observada en la
figura 31A.
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La segunda banda mas intensa en la figura 31A no aparece en las figuras 31B y
31C. Este resultado indica que es un producto de protedlisis que perdié los epitopos
gue reconocen los AcM B1 y Al. Para que esta banda contenga al inserto de 24 aa
deberia pesar 68.2 kDa, el cual es el peso estimado entre los epitopos que
reconocen los AcM B1 y Al; sin embargo, esta banda pesa menos de 50 kDa, por

eso, ésta podria 0 no podria tener el inserto de 24 aa.

Los AcM B1 y Al reconocen epitopos que se encuentran tanto en VAA-2 como en
VAA-8; mientras que el AcM A69 reconoce un epitopo en VAA-2, el cual presenta
dos cambios de aa en la secuencia similar en VAA-8 (Wobus et al., 2000; Shen et
al., 2007). Por esta razoén, en la figura 31D se observa que este AcM no revela
bandas intensas en las muestra de VPs de VAA-8. En el caso de las VPs
modificadas de VAA-8, se logra observar a VP2 modificada del tamafio esperado,
pero en mayor proporcion se observan productos de protedlisis que corresponden

a las bandas intensas observadas en las figuras 31A, 31B y 31C.

De los resultados de la figura 31, se afirma que el inserto de 24 aa favorece la
protedlisis de las proteinas VPs, y que probablemente la mayoria de los productos
de protedlisis provienen de VPs que estan siendo cortadas en el inserto de 24 aa o
en posiciones cercanas a él. Una posible solucion para este problema de protedlisis
es el uso de inhibidores de proteasas y/o del proteasoma, asi como lo hacen en el
trabajo de Galibert et al. (2018) y en algunos procesos de produccién para VAA
(Buclez et al., 2016).

6.3.3. Purificacion de capsides de VAA por gradiente de iodixanol

Los métodos méas empleados para purificar PPV de VAA son centrifugacién en
gradientes de densidad y cromatografia (Zolotukhin et al., 1999; Singer et al., 2016;
Nieto et al., 2012; Koerber et al., 2007).

Como se menciona en 5.9.3, en el presente trabajo se evalué un método de
centrifugacion en gradientes de densidad de iodixanol y dos métodos de

cromatografia. El método que nos permitié obtener capsides modificadas de VAA-8
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para emplearlas en la inmunizacién de ratones fue el de gradientes de iodixanol.
Los resultados con este método se muestran a continuacion, mientras que los
resultados con los métodos de cromatografia se muestran de manera resumida en

el anexo 6.

En la figura 32 se muestra el resultado de la centrifugacion del gradiente discontinuo
de iodixanol para la purificacion de las capsides nativas de VAA-8 empleando la
variante de las proporciones de Zolotukhin et al. (1999) y se sefalan las fracciones

que se colectaron y evaluaron.

F1 (clarificado)

<+—— F3(25% iodixanol)
<« |3
F4 (40% iodixanol)

14

F5 (60% iodixanol)

Figura 32. Gradiente de iodixanol empleado para purificar capsides nativas de virus adeno-asociado
del serotipo 8. Se muestra el tubo después del proceso de centrifugacion. Las fechas sefialan a las
nueve fracciones colectadas (F1, 11, F2, 12, F3, 13, F4, 14y F5).

En la figura 32, F1 corresponde a la fase en la que se colocé la muestra; 11, a la
interfase entre la fraccion donde se colocé la muestra y la fraccion de iodixanol al
15%; F2, a la fase de iodixanol al 15%; 12, a la interfase entre F2 y la fase de
iodixanol al 25%; F3, a la fase de iodixanol al 25%; 13, a la interfase entre F3 y la
fase de iodixanol al 40%; F4, a la fase de iodixanol al 40%; 14, a la interfase entre
F4 y la fase de iodixanol al 60%; y F5, a la fase de iodixanol al 60%.
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Los resultados de SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie, y Western blot para

evaluar las fracciones colectadas se muestran en la figura 33.

B B1
12 F3 13 F4 14 F5
B T e M F1 11 F2 12 F3 13 F4 14
kDa
<« VP1 7% -
VP2 G S — — — -

«+VP3 50

Figura 33. SDS-PAGE y Western blot para evaluacién del proceso de purificacion por gradiente de
iodixanol de capsides nativas de virus adeno-asociado del serotipo 8. (A) SDS-PAGE vy tincién con
azul de Coomassie. (B) Western blot con el AcM B1. M: marcador dual color. Fracciones colectadas:
F1,11, F2,12, F3, 13, F4, 14 y F5. Las flechas sefalan a las 3 VPs.

En las figuras 33A y 33B se observa que en las fracciones F2 a la |14 se obtienen
VPs con un alto grado de pureza (> 95%). En la fraccion F2, que corresponde a la
fase de iodixanol al 15%, se obtiene mayor cantidad de proteinas VP1 (87 kDa),
VP2 (72 kDa) y VP3 (62 kDa), pero también se observan otras bandas de menor

peso.

Después de la ultracentrifugacion de capsides vacias de VAA por gradientes de
iodixanol, éstas suelen encontrase en una fraccion de baja densidad (23-27 % de
iodixanol), ya que presentan una densidad de 1.13 g/mL (Chavez, 2011). Se ha
reportado que con este método se obtienen capsides con una pureza de hasta 99%
(Chavez, 2011). Por lo que se espera que en la interfase I3 (fraccion de baja
densidad), se puedan obtener capsides con alto grado de pureza, tal como se

observa en la figura 33A.

Para verificar que las VPs estén formando capsides, las muestras se analizaron por
Dot blot (Figura 34).
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Figura 34. Dot blot con el anticuerpo monoclonal ADK8 para detectar ensamblados en las fracciones
colectadas del proceso de purificacion por gradiente de iodixanol de capsides nativas de virus adeno-
asociado del serotipo 8.

En la figura 34, se observa sefial positiva con el AcM ADK8 desde la fraccion F2
hasta la fraccion 14. Por lo tanto, se puede afirmar que en estas fracciones hay
capsides nativas de VAA-8. Para visualizar capsides, la fraccion F2 se evalud por
MET (Figura 35). Los resultados de MET confirman la formacion de PPV nativas de
VAA, a través de la visualizacion de la estructura icosaédrica, el centro oscuro y el
didmetro de ~20 nm, los cuales son caracteristicos de estas PPV (Penaud-Budloo
et al., 2018).

100 nm 100 nm

Figura 35. Micrografias de cépsides nativas purificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8,
obtenidas por microscopia electronica de transmision. (A) Capsides a 120000X. (B) Céapsides a
200000X. Las flechas rojas sefialan algunas capsides ensambladas.
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Como se mencioné anteriormente, para la purificacién de las cipsides modificadas
de VAA-8, primero se evaluaron distintas proporciones del gradiente de iodixanol.
Esto se hizo porque los resultados de Western blot en los experimentos de
evaluacion de protedlisis mostraron altos niveles de VPs modificadas degradadas.
En la figura 36 se muestran los tubos con gradientes de iodixanol antes y después
de centrifugar.

a) Antes de centrifugar

Tubos: 1 2 3 4 5 6

Figura 36. Gradientes de iodixanol empleados para evaluar la composicion adecuada para obtener
y purificar capsides modificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8, de acuerdo con la tabla 4.
(A) Tubos antes de centrifugar. (B) Tubos después de centrifugar. Las distintas fracciones se indican
con letras y nimeros a su lado izquierdo, y éstas son F1, |11, F2, 12, F3, 13, F4, 14 y F5. En el tubo 3,
después de centrifugar, las fracciones F2 e 13 se mezclaron y se denominaron F2/I3.
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En la figura 36, se muestra la acumulacién de material en las interfases. Todas las
fracciones colectadas de cada tubo se evaluaron por SDS-PAGE vy tincién con
nitrato de plata, y por Western blot empleando los AcM Bl y AcV5. De estas
evaluaciones, la variante “Nueva 2”, la cual corresponde al tubo 5, resulté la mas
adecuada para obtener capsides modificadas. Por lo tanto, a continuacién, solo se
muestra la evaluacion del tubo que usa la variante del método de Zolotukhin et al.
(1999), como control, y de la variante “Nueva 2”. Para el tubo 2 (variante de
Zolotukhin), F1 corresponde a la fase en la que se colocé la muestra; I1, a la
interfase entre la fraccion donde se colocé la muestra y la fraccion de iodixanol al
15%; F2, a la fase de iodixanol al 15%; 12, a la interfase entre F2 y la fase de
iodixanol al 25%; F3, a la fase de iodixanol al 25%; 13, a la interfase entre F3 y la
fase de iodixanol al 40%; F4, a la fase de iodixanol al 40%; también se colectaron
14, interfase entre F4 y la fase de iodixanol al 60%, y F5, fase de iodixanol al 60%,
aunque éstas no se observen en la figura. Para el tubo 5 (variante “Nueva 2”), F1
corresponde a la fase en la que se colocé la muestra; 11, a la interfase entre la
fraccion donde se coloco la muestra y la fraccidn de la mezcla de iodixanol al 15y
25%; 12, a una segunda interfase entre la fraccién donde se coloco la muestra y la
fraccion de la mezcla de iodixanol al 15y 25%; F2, a la fase de la mezcla de iodixanol
al 15y 25%; 13, a la interfase entre F2 y la fase de iodixanol al 40%; F3, a la fase de
iodixanol al 40%; 14, a la interfase entre F3 y la fase de iodixanol al 60%; vy, F4, a la

fase de iodixanol al 60%.
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Figura 37. SDS-PAGE y Western blot para evaluacién del proceso de purificacion por gradiente de
iodixanol de capsides modificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8. (A), (C) y (E) son la
evaluacion a través de SDS-PAGE vy tinciéon con nitrato de plata, Western blot con el AcM Bl y
Western blot con el AcM AcV5 de las fracciones del tubo 2 (variante de Zolotukhin), respectivamente.
(B), (D) y (F) son la evaluacién a través de SDS-PAGE Yy tincién con nitrato de plata, Western blot
con el AcM B1 y Western blot con el AcM AcV5 de las fracciones del tubo 5 (variante “Nueva 2”),
respectivamente. En (A) y (B), los * indican que dichas bandas podrian corresponder a VPs. En (C)
y (D), las flechas sefialan a las VPs nativas de VAA-8, y los 1 indican a la proteina VP3 modificada.
En (E) y (F), los + indican la presencia de la proteina GP64 del baculovirus. En los SDS-PAGE, M:
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marcador Benchmark; y en los Western blot, M: marcador dual color. Control negativo (C-):
hemaglutinina del virus de la influenza producida en el SCI-BV, control positivo (C+): clarificado de
células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8, lisado sin filtrar y clarificado de células Sf9 infectadas
con bacCapMod (L sfy Cl, respectivamente). Las distintas fracciones se indican como F1, |1 hasta
la F4 e 14.

En la figura 37 se muestra que los resultados entre el uso de las proporciones de la
variante Zolotukhin y la variante “Nueva 2” son similares, pero la diferencia principal
radica en la cantidad de muestra colocada en el tubo. En la variante de Zolotukhin
se colocaron 5.13 mL, mientras que en la variante “Nueva 2”, 8.66 mL, es decir 1.69
veces mas; lo cual resultd en mayor acumulacién de capsides en la fraccion de
interés 13 del tubo de la variante “Nueva 2”, en comparacion a la fraccion 13 de la
variante de Zolotukhin. Esto se puede comprobar al comparar los carriles de las
fracciones 13 de las figuras 37C y 37D. Al observar los geles de las figuras 37A y
37B, en dichos carriles aparecen mas bandas que las observadas en los resultados
de Western blot de las figuras 37C y 37D. Esto podria indicar que las VPs de dichas
fracciones no tienen un alto grado de pureza o que muchas de las bandas en los
geles son productos de protedlisis que perdieron el extremo C terminal que contiene
el epitopo para el AcM B1, y, por ende, no son observadas en las figuras 37Cy 37D.
Para el carril de la fraccion 13, la banda marcada con el * entre los 15 y 20 kDa en
el gel de la figura 37B podria corresponder a la banda mas intensa que se observa
entre los 15 y 20 kDa del carril de la fraccion I3 (figura 37D). Esto indica que hay
ensamblados que podrian estar formandose con los productos de protedlisis, o que
la actividad proteolitica sucedi6 después del ensamblaje. Por otro lado, los
resultados mostrados en las figuras 37E y 37F indican que la proteina GP64 de
baculovirus se encuentra presente en la fraccion 13 de la variante “Nueva 2”, pero
no en la fraccion 13 de la variante de Zolotukhin, esto tal vez porque “Nueva 2” tenia
mas proteina en comparacion a la variante Zolotukhin, lo cual permitio la deteccion
de GP64 en 13. No fue posible calcular el grado de pureza de las proteinas
VPs/capsides modificadas de VAA-8 al no poder identificar a las VPs y sus
productos de protedlisis. Sin embargo, al comparar las fracciones I3 con las
fracciones F1, 11 e 12 se puede notar que mucha proteina no deseada fue removida,
incluyendo parte de la GP64. Posteriormente, las fracciones de interés I3 y F2 de la

variante “Nueva 2” se evaluaron por MET (Figura 38).
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Figura 38. Micrografias de capsides modificadas purificadas de virus adeno-asociado del serotipo 8,
obtenidas por microscopia electrénica de transmision. (A) y (B) corresponden a la fraccion 13
(interfase entre 25-40% de iodixanol) del tubo 2 (variante Zolotukhin). (A) Aumento de 4000X. (B)
Aumento de 12600X. (C) y (D) corresponden a la fraccion F2 (mezcla entre fases 15 y 25% de
iodixanol) del tubo 5 (variante “Nueva 2”). (C) Aumento de 40000X. (D) Aumento de 100000X. (E) y
(F) corresponden a la fraccion 13 (interfase entre F2 y 40% de iodixanol) del tubo 5. (E) Aumento de
20000X. (F) Aumento de 50000X. Las flechas sefialan algunos ensamblados.
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En la figura 38, se observan estructuras con apariencia de capsides en las muestras
de la variante “Nueva 2”, mientras que para la variante de Zolotukhin no se
encontraron ensamblados. Las estructuras observadas son de ~10 nm (flechas
rojas en la Figura 38), de ~20 nm (flechas azules en la Figura 38) y de ~60 nm
(flechas amarillas en Figura 38E). El tamafio de las capsides nativas de VAA es de
~20 nm (Penaud-Budloo et al., 2018); sin embargo, éstas pueden fragmentarse y
formar agregados multiméricos (Horowitz et al., 2013), las cuales podrian ser las
estructuras observadas en la figura 38E; por otro lado, las muestras de VAA podrian
estar contaminadas o mantener residuos de proteasomas (Vironova, s.f.), y este

podria ser el caso de las estructuras de ~10 nm observadas en la figura 38.

La fraccion I3 de la variante “Nueva 2" fue seleccionada para los siguientes
experimentos, ya que se encontraron ensamblados (Figuras 38E y 38F), y que los
resultados de las figuras 37 muestran mayor abundancia de VPs y menor cantidad

de GP64 en esta fraccion.

En la figura 39 se muestra la curva estandar construida para calcular la densidad de

la fraccidn I3, y con esto, calcular la densidad de las particulas en dicha fraccion.
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Figura 39. Curva estandar para calcular la densidad de las particulas en la fraccion 13.
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El porcentaje de iodixanol de la fraccion I3 se calcul6 con la ecuacion de la recta de
la figura 39. El porcentaje calculado fue de 30.83%. Este valor fue reemplazado en
la ecuacion 5 descrita en la seccion de materiales y métodos. La densidad obtenida
fue de 1.15 g/mL. Esta densidad es muy cercana a la reportada para capsides
nativas vacias (1.13 g/mL) (Chavez, 2011).

Posteriormente, se emplearon las proporciones de la variante “Nueva 2” para
purificar mas capsides nativas y modificadas en tubos de 38 mL de capacidad
nominal. En la figura 40 se muestra un tubo después de centrifugar.

<«—— 25% iodixanol
<+—— 25-40% iodixanol

Figura 40. Gradiente de iodixanol con proporciones de la variante “Nueva 2”. Se muestra un tubo de
38 mL de capacidad nominal. La fase de iodixanol al 25% vy la interfase entre las fracciones de
iodixanol al 25% y al 40% se sefalan con flechas.

En la figura 40, se observa la acumulacion de material en las interfases. Todas las
fracciones se colectaron y se evaluaron por SDS-PAGE con tincion con nitrato de
plata y por Western blot con el AcM B1. Los resultados obtenidos fueron similares a
los observados en la figura 37 para fracciones de la variante “Nueva 2” (resultados
no mostrados). Para la obtencién de cépsides nativas y modificadas, la fraccién
colectada fue la interfase entre 25% y 40%, la cual se concentrd y se le intercambio
de soluciébn a PBS. Luego, las muestras purificadas y concentradas fueron
evaluadas por Dot blot y MET, y los resultados de estos experimentos se muestran

en las figuras 41 y 42.
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A ADKS B EDE1-C8

VAA-8 Nat: 5 pg R VAA-8 Nat: 5 pg

VAA-8 Nat: 10 pg ’ VAA-8 Nat: 10 pg
C-: ZikV 6 pl C+: ZikV 6 pl .
VAA-8 Mod: 5 pug VAA-8 Mod: 5 pug ®
VAA-8 Mod: 10 pg VAA-8 Mod: 10 pg .

Figura 41. Dot blot con los anticuerpos monoclonales ADK8 y EDE1-C8 para detectar capsides en
las muestras purificadas y concentradas, y evaluar el despliegue del mimétopo del “epitopo 1
dependiente del dinero de la proteina E” de virus dengue y virus Zika. En (A) se us6 el AcM ADK8y
en (B) se us6 el AcM EDE1-C8. Capsides nativas de VAA-8 (VAA-8 Nat) y capsides modificadas de
VAA-8 (VAA8 Mod). Control negativo (C-) = sobrenadante de cultivo de células C6/36 infectadas con
ZikV. Control positivo (C+) = C-.

En la figura 41, se observa la presencia de capsides nativas de VAA-8 con el AcM
ADKS, y el reconocimiento del mimotopo del epitopo EDE1 por el AcM EDE1-CS8,
en las muestras purificadas y concentradas. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos con clarificados en la figura 30.

Los resultados obtenidos en la figura 42A son similares a los obtenidos en la figura
35, esto indica que se pueden obtener cépsides nativas de VAA-8 con las
proporciones de la variante Zolotukhin o con las de la variante “Nueva 2”. Para el
caso de las capsides modificadas de VAA-8, en las figuras 42B y 42C, se observan

diferentes ensamblados, como se muestra en la figura 38.

Es probable que los ensamblados de ~20 nm estén formados por las tres VPs
modificadas, o por solo VP3 modificada, de manera similar a lo observado por Nieto
et al. (2012). Como se mencion6 en la seccién de antecedentes para andamios de
VAA, todos los estudios de despliegue de péptidos con fines de inducir una
respuesta inmune se han realizado en el serotipo 2 de este virus, y las capsides
modificadas han sido generadas solo con VP3 (Nieto et al., 2012; Manzano-Szalai
et al., 2014; Jagu et al., 2015; Singer et al., 2016).
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Figura 42. Micrografias de ensamblados de virus adeno-asociado del serotipo 8 nativo y modificado,
obtenidas por microscopia electrénica de transmision. Se muestran los ensamblados que se
obtuvieron después del proceso de purificacion con las proporciones de iodixanol de la variante
“‘Nueva 2". (A) Cépsides nativas de VAA-8 a 50000X. (B) Ensamblados de VAA-8 modificado a
25000X. (C) Ensamblados de VAA-8 modificado a 50000X. Con respecto a los ensamblados
modificados, las flechas rojas sefialan a los ensamblados proteicos de ~10 nm, las azules, a los de
~20 nm, las amarillas, a los de ~62 nm, y las verdes, a los de ~20 nm que parecen contener a los de
~10 nm en su interior.

De igual manera que en la figura 38, en la figura 42, se observan ensamblados de
~10 nm, ~20 nm y ~60 nm en las muestras purificadas correspondientes a las VPs
modificadas de VAA-8. Para una mayor caracterizacion de los ensamblados de VPs

modificadas, las muestras se analizaron a través de crioME.

El analisis se enfoc6 en determinar la estructura de las particulas de ~20 nm, para
esto se preseleccionaron 31745 particulas de ~20 nm, se conservaron 1768
imagenes de un total de ~1900, se importaron 14904 particulas y se seleccionaron

5719 particulas para generar el mapa de densidad electronica de la capside
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modificada de VAA-8. En la figura 43 se muestran los resultados del andlisis a través
de crioME.

100r

Figura 43. Micrografia y mapa de densidad electronica de virus adeno-asociado del serotipo 8
modificado, obtenidos por criomicroscopia electronica. (A) Ensamblados de VPs modificadas de
VAA-8 a 22500X. La flecha roja sefiala un ensamblado de ~10 nm, la azul, uno de ~20 nm, la amairrilla,
uno de ~35 nm, y la naranja, un proteasoma. (B) Capsides modificadas de VAA-8 (~20 nm) en la
parte superior, un proteasoma en la parte inferior izquierda y un ensamblado de ~10 nm en la parte
inferior derecha. (C) Mapa de densidad electrénica de la capside modificada de VAA-8 (~20 nm). La
flecha negra sefiala uno de los bucles donde se despliega el mimotopo. (D) y (E) Alineamiento entre
la estructura de la capside nativa de VAA-8 (6UBM) (azul) y el mapa de densidad electronica de la
capside modificada de VAA-8 (palo rosa). Las flechas negras sefialan la estructura correspondiente
al bucle donde se insertd el mimétopo en la capside modificada de VAA-8 y las flechas verdes
sefialan el bucle en la capside nativa de VAA-8.
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Aligual que enlos resultados de MET (Figuras 38y 42), en la micrografias obtenidas
por crioME también se observan particulas de un tamano distinto al de ~20 nm. En
la figura 43B, se observa un proteasoma y un ensamblado de ~10 nm. Como se
mencion6 anteriormente (Vironova, s.f.), la estructura de ~10 nm podria ser un
proteasoma, en este caso, visto desde arriba. Sin embargo, existe la posibilidad de
gue se trate de una estructura diferente a un proteasoma debido a su abundancia
en la muestra (Figuras 38, 42 y 43). Se requiere un mayor analisis para determinar

la identidad de esas estructuras.

Por otro lado, en la figura 43C se muestra el perfil de la capside modificada de VAA-
8 (=20 nm) con base en su mapa de densidad electrénica. EI mapa de densidad
electronica en formato mrc, y un video sobre el perfil de la capside modificada y el
acercamiento sobre la posicion del mimétopo se encuentran en el enlace
https://drive.google.com/drive/u/4/folders/1pEgjtL-[SyObm5laGleASAFU6KOLdI|6.

La resolucion global del mapa de densidad corregido es de 2.65 A (Anexo 7, Figura
A10). El mapa obtenido (archivo mrc) se aline6 con la estructura de la capside nativa
de VAA-8 (6UBM, archivo pdb), y con esto, se verifico la estructura tipica de los VAA
en la estructura de la capside modificada. Sin embargo, no se logré determinar la
estructura del inserto entre los residuos 590 y 591 de la cépside de VAA-8
(posiciones referentes a VP1 de VAA-8, nimero de acceso: NC_006261.1) (Figuras
43D y 43E). Esto se debe a que los “linkers” de glicina y alanina le otorgan
flexibilidad al inserto sobre toda la estructura de la capside de VAA-8, lo cual dificulta
la obtencién su estructura a través de crioME (Zhao et al., 2019). En las figuras 43E
y 43D, se observa que la estructura 6UBM, la cual corresponde a la capside nativa
de VAA-8, presenta al bucle IV completo (azul), mientras que el mapa de densidad
electronica de la capside modificada no contiene la estructura completa del bucle IV

(palo rosa).

El presente trabajo representa el primer reporte del despliegue de péptidos con fines
inmunogénicos en la capside de VAA-8, y empleando las tres VPs. Se requiere
mayor caracterizacion para determinar si las estructuras que se muestran en las

figuras 38, 42 y 43 estan formadas solo por alguna de las VPs, por dos de ellas, o
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por las tres, o si las estructuras estan formadas por productos de protedlisis de VPs

gue contienen o no al mimaotopo.

Ademas, es importante evaluar la formacion de cépsides de VAA-8 con solo VP3
modificada, ya que, al producir solo VP3 modificada, se evitaria la presencia de los
productos de protedlisis de VP1 y VP2 (Galibert et al., 2018), y también, podria
evitarse la protedlisis de VP3 modificada, si es que la presencia de VP1 y VP2
modificadas afecta su conformacion y permite el acceso de proteasas a sitios de
corte en VP3 (Galibert et al., 2018; Rayaprolu et al., 2013). No obstante, se debe
tener en cuenta que al generar el sistema de expresion de solo VP3, se estaria
removiendo parte de la secuencia inicial para expresar a la proteina AAP. Por lo
tanto, se requeriria la coexpresion de AAP en otro casete de baculovirus, ya que
VAA-8 requiere de la proteina AAP para poder ensamblar c4psides (Maurer et al.,
2019).

Por otro lado, estudios previos indican que la posicion elegida para la insercion de
péptidos, en el caso de VAA-2, acepta hasta 34 aa sin interferir con la formacion de
capsides; mientras que para VAA-8, esa posicion (entre los residuos 590 y 591) ha
sido evaluada hasta con inserciones de 7 aa (Bulning y Srivastava, 2019). En el
presente proyecto, la insercion de los 24 aa esta vinculada con la protedlisis de VPs,
lo cual podria interferir con la formacién de cdpsides; sin embargo, no se sabe si la

longitud del inserto sea el factor responsable de este evento.

De lo mencionado, también es importante evaluar otras longitudes de insertos y
otras secuencias, ya que algunas secuencias podrian contener sitios de corte para
proteasas producidas en el SCI-BV, como las encontradas en el inserto del presente

trabajo.

En la actualidad, no hay reportes de estructuras de capsides modificadas de VAA-
8. Durante este trabajo se logr6 obtener el mapa de densidad electrénica
correspondiente a la capside modificada de VAA-8, pero no se logré resolver la
estructura de las inserciones de 24 aa, por lo tanto, no se procedio a generar el

modelo de la estructura completa de la capside modificada.

106



Como se mencion6 anteriormente, VAA-2 es el serotipo mas explorado con respecto
a su uso en biotecnologia. Por otra parte, el uso de otros serotipos de VAA puede
representar una ventaja con respecto al tropismo de VAA-2, ya que cada serotipo
de VAA presenta tropismo especifico (Blning y Srivastava, 2019). En aplicaciones
futuras, la capside modificada de VAA-8 desarrollada durante este trabajo podria
usarse para la entrega de algun cargo a un érgano especifico para el que VAA-2 no

presenta tropismo.

6.4. Produccion de DenV-2y de ZikV

6.4.1. Propagacion de DenV-2y ZikV

Stocks de DenV-2 y ZikV se propagaron con el objetivo principal de ser usados para
sensibilizar placas de 96 pozos para la prueba de ELISA y detectar anticuerpos
contra el epitopo EDE1-C8 en los sueros de ratones inmunizados. Con la finalidad
de reducir la presencia de BSA en los stocks de DenV-2 y ZikV, estos virus se
propagaron en células C6/36 en medio EMEM sin SFB; ya que, el BSA podria
interferir en los resultados de la prueba de ELISA a través de sefiales no especificas
(Xiao y lIsaacs, 2012). En el suero pueden existir anticuerpos que presentan
reactividad cruzada con el BSA (Konishi et al., 2010; Chart et al., 1998).

En las figuras 44 y 45 se muestran cultivos infectados por estos Flavivirus y el
resultado de la prueba de Dot blot para identificar la presencia de particulas virales,

respectivamente.
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Figura 44. Células C6/36 sin infectar e infectadas con virus dengue del serotipo 2 o virus Zika. (A)
Células C6/36 sin infectar, a 300X y 72 horas de cultivo después de alcanzar la confluencia. (B)
Células C6/36 infectadas con DenV-2, a 350X y 72 horas post infeccion. (C) Células C6/36 infectadas
con ZikV, a 300X y 72 horas post infeccion.

En la figura 44, se puede observar que después de 72 hpi, las células C6/36 sin
infectar (Figura 44A) y las infectadas con ZikV (Figura 44C) se mantienen formando
una monocapa confluente, mientras que muchas de las células infectadas con
DenV-2 (Figura 44B) se han despegado del frasco T. Estos resultados concuerdan
con los reportados por trabajos como los de Offerdah et al. (2017) y Teramoto et al.
(2019), en donde no se observa desprendimiento de la monocapa ni efecto
citopatico en células C6/36 infectadas por ZikV, incluso a las 120 hpi; mientras que
para las células C6/36 infectadas con DenV-2, se observa desprendimiento de la

monocapa y formacion de sincitios a las 72 hpi.

EDE1-C8

Prot E de ZikV: 1ug

DenV-2: 10 pL .

C-: Sob C6/36 10 pL

ZikV: 10 pL .

Figura 45. Dot blot con el anticuerpo monoclonal EDE1-C8 para detectar particulas de virus dengue
y virus Zika. Prot E de ZikV: monémero de proteina E recombinante de ZikV. DenV-2: sobrenadante
de cultivo de células C6/36 infectadas con DenV-2. Control negativo (C-): sobrenadante de cultivo
de células C6/36. ZikV: sobrenadante de cultivo de células C6/36 infectadas con ZikV.

En la figura 45, se puede observar que el AcM EDE1-C8 reconoce a ambos
Flavivirus, tal como se reporta en Barba-Spaeth et al. (2016). El epitopo reconocido
por el AcM EDE1-C8 es dependiente del dimero de la proteina E presente en las

particulas virales de ambos virus; y debido a eso, el AcM EDE1-C8 no reconoce a
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la proteina E monomeérica (Prot E de ZikV) (Dejnirattisai et al., 2015; Barba-Spaeth
et al., 2016).

Con los resultados de cultivos celulares infectados y de Dot blot, se logré comprobar
la propagacion de ambos Flavivirus.

Se realizaron varias propagaciones con el propésito de obtener suficiente cantidad
de ambos virus para las inmunizaciones y la sensibilizacién de placas de ELISA.
Asimismo, cada propagacién se evalué mediante el microscopio invertido y la

técnica de Dot blot.

6.4.2. Titulacién viral mediante la prueba de focos

Los stocks de ambos Flavivirus se titularon por la prueba de focos para determinar
la presencia de virus infecciosos. El protocolo de la prueba de focos se basé en el
meétodo reportado por Kang y Shin (2012). La formacion de focos para ambos

Flavivirus se puede observar en la figura 45.

Figura 46. Prueba de focos para determinacion del titulo de virus dengue del serotipo 2 o virus Zika.
(A) Células VERO ES6 sin infectar, a 100X y 48 horas después de alcanzar la confluencia. (B) Células
VERO ES6 infectadas con DenV-2, a 100X y 48 horas post infeccion. (C) Células VERO ES6 infectadas
con ZikV, a 100X y 48 horas post infeccion. Las flechas rojas sefialan focos correspondientes a
puntos de propagacion de ambos Flavivirus.

En la figura 46, se puede observar la presencia de focos para los cultivos de células
VERO EG6 infectados con los Flavivirus. Después de contar todos los focos en las
diluciones virales mayores de 10* y 10, se calcul6 el titulo viral empleando la

ecuacion 6, y los resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Titulos de los stocks de virus dengue del serotipo 2 y virus Zika.

Flavivirus Titulo (UFF/mL)
DenV-2 1x 104
ZikV 1x10%1 x 106

Los titulos obtenidos para DenV-2 fueron de 1 x 10* UFF/mL, mientras que, para
ZikV, se obtuvieron stocks con titulos de 1 x 104, 1 x 10°y 1 x 10 UFF/mL. La
diferencia en titulos virales entre DenV-2 y ZikV podria deberse a las cepas
empleadas, a que el segundo virus tiene mayor facilidad de replicacién en el stock
de células C6/36 empleadas en este trabajo, a que el primero requiere de SFB para

incrementar su titulo, o a otros factores (Gutiérrez-Barbosa et al., 2020).

6.4.3. Inactivacion de DenV-2 y ZikV mediante luz ultravioleta

La inactivacion de los stocks de Flavivirus se evalué mediante la prueba de focos.
Los titulos obtenidos fueron de cero después de la inactivacion. La luz UV es uno
de los métodos fisicos ampliamente usados para inactivar virus a través de la
induccion de mutaciones en el genoma como la formacion de los dimeros de timina
(Tseng y Li, 2007).

6.5. Inmunizacién y evaluacion de la respuesta inmune humoral

Se esperaria que una vacuna basada en un mimétopo del epitopo EDE pueda
conferir proteccién contra DenV y ZikV sin causar el efecto ADE. No obstante, al ser
un péptido pequerio, seria poco inmunogénico (Boéttger et al., 2017). Sin embargo,
si los péptidos son desplegados en la superficie de PPV, adquieren estabilidad
conformacional e incrementan su inmunogenicidad mediante la produccion de
titulos altos de anticuerpos (O’Rourke et al., 2014; Li et al., 2014).

La evaluacién de los sueros preinmunes indicd que los ratones no presentaban

anticuerpos anti-DenV-2 o anti-ZikV antes de la inmunizacion. Los valores de
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absorbancia de los sueros preinmunes se muestran en las figuras A11 y A12 del
anexo 8. La prueba de Kolmogorov-Smirnov mostré6 que no todos los grupos
presentan una distribucion normal de los titulos de anticuerpo IgG; debido a esto, la
comparacién entre grupos se realiz6 mediante la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney (McKnight y Najab, 2010).

6.5.1. Primer disefio experimental

Para determinar que las capsides nativas de VAA-8 no induzcan anticuerpos con
reactividad cruzada hacia DenV-2 y ZikV, y que la respuesta de anticuerpos contra
ambos virus se deba al despliegue del mimétopo del epitopo EDEL1 en las cdpsides
modificadas de VAA-8, se planteé inmunizar un grupo de ratones con las capsides
nativas. Ya que el grupo 1 fue inmunizado con capsides modificadas de VAA-8 con
bajo grado de pureza (Figura 37), el grupo control asignado para evaluar la
respuesta a capsides nativas recibid clarificado de células Sf9 infectadas con el
bacRep Cap 2/8; esto para descartar la induccion de anticuerpos que reconozcan a
DenV-2 y/o ZikV por parte de las capsides nativas de VAA-8 y por parte de los
elementos del SCI-BV.

Para la deteccion de anticuerpos IgG anti-DenV-2 y anti-ZikV, las graficas de

absorbancia versus sus respectivas diluciones de suero se muestran en la figura 47.
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Figura 47. OD a 450 nm de las diluciones seriadas de sueros colectados a los 65 dias post
inmunizacion del primer disefio experimental. (A) Valores de absorbancia de la prueba de ELISA
para detectar anticuerpos IgG anti-DenV-2. (B) Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para
detectar anticuerpos IgG anti-ZikV. Las curvas representan el promedio de los valores de
absorbancia para cada grupo (n = 5) y las barras de error representan la desviacion estandar para
los valores de absorbancia. Cap Mod: cdpsides modificadas de VAA-8. Cap Nat: cdpsides nativas de

VAA-8. PBS: solo PBS. AlIF: adyuvante incompleto de Freund.

En la figura 47, se observa mayor respuesta de anticuerpos anti-DenV-2 y anti-ZikV
en el grupo inmunizado con las capsides modificadas mas AlF. Le sigue el grupo
inmunizado solo con las capsides modificadas, y luego los grupos control. Los titulos
de anticuerpos IgG contra ambos Flavivirus para cada grupo se muestran en las
tablas 9y 10.

Tabla 9. Titulos de anticuerpos IgG anti-virus dengue del serotipo 2 de sueros colectados a los 65
dias post inmunizacién del primer disefio experimental.

Grupo Inmundgeno + Me@iq IC 95%
adyuvante geomeétrica

1 Cap Mod 1600 [1600-1600]

2 Cap Mod + AlIF 1838 [716-4718]

3 Cap Nat 303.1 [113.6-808.6]

4 PBS 114.9 [78.18-168.8]

Tabla 10. Titulos de anticuerpos IgG anti-virus Zika de sueros colectados a los 65 dias post
inmunizacion del primer disefio experimental.

Grupo Inmundégeno + Mec,iia. IC 95%
adyuvante geomeétrica

1 Cap Mod 800 [800-800]

2 Cap Mod + AIF 2425 [1123-5236]

3 Cap Nat 348.2 [237-511.7]

4 PBS 174.1 [84.75-357.7]

Al comparar las medias geométricas entre grupos, se observa que el grupo 2 (Cap
Mod + AIF) tiene mayor titulo (1838 para DenV-2 y 2425 para ZikV), luego le sigue
el grupo 1 (Cap Mod), y finalmente, los grupos 3 (Cap Nat) y 4 (PBS) con los titulos
mas bajos. En el caso de anticuerpos IgG anti-DenV-2, el grupo que recibi6 capsides
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modificadas més adyuvante tuvo un titulo similar al grupo que se inmuniz6 solo con
capsides modificadas; mientras que en el caso de anticuerpos anti-ZikV, el grupo
con adyuvante presento un titulo 3 veces mayor que el grupo sin adyuvante. La
comparacién entre los titulos de los grupos se muestra mediante los gréficos de
titulos para cada individuo en la figura 48.
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Figura 48. Titulos de anticuerpos IgG de sueros colectados a los 65 dias post inmunizacion del
primer disefio experimental. (A) Titulos de anticuerpos IgG anti-DenV-2. (B) Titulos de anticuerpos
IgG anti-ZikV. Los titulos calculados mediante el método a punto final se muestran por individuo y
con la media geométrica para cada grupo (n = 5). Las barras de error representan los intervalos de
confianza del 95% para cada grupo. Las diferencias estadisticas significativas (*p<0.05) entre grupos
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se determinaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Cap Mod: capsides modificadas de VAA-
8. Cap Nat: capsides nativas de VAA-8. PBS: solo PBS. AlF: adyuvante incompleto de Freund.

De la figura 48, se observa que todos los grupos presentan una respuesta inmune
humoral de anticuerpos IgG homogénea, mientras que en el grupo 2 hay individuos
gue no siguen la tendencia de la mayoria de dicho grupo. El titulo de anticuerpos
IgG anti-DenV-2 del grupo 2 mas bajo fue 800, y el méas alto fue 6400; y para el
mismo grupo, el titulo de anticuerpos IgG anti-ZikV més bajo fue 1600 y el mas alto
fue 6400. Las diferencias entre los titulos de anticuerpos IgG anti-DenV-2 de los
grupos 1y 2 con respecto al grupo 3 son estadisticamente significativas (p-valor =
0.0079 y p-valor = 0.0159, respectivamente), y de igual manera para los titulos anti-
ZikV de los grupos 1y 2 con respecto al grupo 3 (p-valor =0.0079 y p-valor =0.0079,
respectivamente). Por otro lado, no hay diferencias significativas entre los titulos de
anticuerpos IgG anti-DenV-2 de los grupos 1y 2 (p-valor > 0.9999). En contraste, la
diferencia de titulos de anticuerpos IgG anti-ZikV de los grupos 1 y 2 es

estadisticamente significativa (p-valor = 0.0079).

Aungue el grupo 1 recibi6 el adyuvante alimina en la tercera dosis, no se observé
un cambio significativo en la respuesta inmune, en comparacion a la respuesta
inducida en el grupo 2. Mientras que el AIF principalmente favorece la exposicion al
antigeno por un periodo prolongado; la alimina precipita al antigeno y facilita su

ingreso a células presentadoras de antigenos (Awate et al., 2013; Arias et al., 2007).

Estos resultados muestran que la inmunizacion con capsides modificadas de VAA-
8 que despliegan el mimoétopo del epitopo EDE1 induce anticuerpos especificos de
DenV-2 y ZikV, y que el uso de AIF incrementa considerablemente la respuesta
contra ZikV.

6.5.2. Segundo disefo experimental

Para la deteccidn de anticuerpos IgG anti-DenV-2 y anti-ZikV, las graficas de valores
de absorbancia versus sus respectivas diluciones de suero se muestran en la figura
49.
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Figura 49. OD a 450 nm de las diluciones seriadas de sueros colectados a los 23 y 116 dias post
inmunizacion del segundo disefio experimental. (A) y (B) Valores de absorbancia de la prueba de
ELISA para detectar anticuerpos IgG anti-DenV-2 a los 23 y 116 dpi, respectivamente. (C) y (D)
Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos IgG anti-ZikV a los 23 y
116 dpi, respectivamente. Las curvas representan el promedio de los valores de absorbancia para
cada grupo (n =5 para todos los grupos; excepto para el grupo 1y grupo 4 a los 116 dpi, un individuo
de cada uno de esos grupos murié antes de los 116 dpi, n = 4) y las barras de error representan la
desviacion estdndar para los valores de absorbancia. Cap Mod: capsides modificadas de VAA-8.
Cap Nat: capsides nativas de VAA-8. PPV ZikV: particulas pseudovirales de ZikV. PBS: solo PBS.
AlF: adyuvante incompleto de Freund.

En la figura 49, a los 23 dpi se observa mayor respuesta de anticuerpos anti-DenV-
2 y anti-ZikV en el grupo inmunizado con las capsides modificadas mas AlF en
comparaciéon a los otros grupos. De igual manera, a los 116 dpi, el mismo grupo
presenta mayor respuesta de anticuerpos contra ambos Flavivirus. Al comparar las

curvas de los sueros colectados en los dos tiempos, aparentemente se observa un
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ligero incremento en las curvas de todos los grupos, excepto en las curvas del grupo

control que recibi6 solo PBS.

Para comparar las respuestas entre los grupos y entre los tiempos, se calcul6 el
titulo de anticuerpos IgG contra ambos Flavivirus. Los resultados se muestran en
las tablas 11, 12, 13y 14.

Tabla 11. Titulos de anticuerpos IgG anti-virus dengue del serotipo 2 de sueros colectados a los 23
dias post inmunizacién del segundo disefio experimental.

Grupo Inmundégeno + Me@iq IC 95%
adyuvante geométrica

1 Cap Mod + AlF 919 [625.4-1350]

2 Cap Nat + AIF 132 [82.36-211.4]

3 PPV ZikV 459.5 [223.7-943.9]

4 PBS 303.1 [189.2-485.7]

Tabla 12. Titulos de anticuerpos IgG anti-virus dengue del serotipo 2 de sueros colectados a los 116
dias post inmunizacién del segundo disefio experimental.

Grupo Inmunoégeno + Mec,iia. IC 95%
adyuvante geométrica

1 Cap Mod + AlF 672.7 [128.7-3518]

2 Cap Nat + AIF 151.6 [94.61-242.8]

3 PPV ZikV 303.1 [140.4-654.5]

4 PBS 200 [55.98-714.6]

Tabla 13. Titulos de anticuerpos IgG anti-virus Zika de sueros colectados a los 23 dias post
inmunizacion del segundo disefio experimental.

Grupo Inmundégeno + Meglia_ IC 95%
adyuvante geomeétrica

1 Cap Mod + AIF 2111 [1318-3382]

2 Cap Nat + AIF 229.7 [156.4-337.6]

3 PPV ZikV 696.4 [339.0-1431]

4 PBS - -
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Tabla 14. Titulos de anticuerpos IgG anti-virus Zika de sueros colectados a los 116 dias post
inmunizacion del segundo disefio experimental.

Grupo Inmundgeno + Me@ia_ IC 95%
adyuvante geomeétrica

1 Cap Mod + AlF 1131 [375.5-3408]

2 Cap Nat + AIF 200 [200-200]

3 PPV ZikV 400 [217.7-735.1]

4 PBS 237.8 [82.74-683.7]

Para los anticuerpos IgG anti-DenV-2 y anti-ZikV, al comparar la media geométrica

de los titulos, se observa que el grupo que fue inmunizado con capsides modificadas

de VAA-8 presenta mayor titulo de anticuerpos para ambos tiempos (23 dpi y 116

dpi), en comparacién con los otros grupos. Por otro lado, a los 23 dpi el titulo de

anticuerpos IgG anti-DenV-2 del grupo 1 fue 1.36 veces mayor en comparacion a

los 116 dpi; y para los anticuerpos IgG anti-ZikV del grupo 1, a los 23 dpi el titulo fue

1.86 veces mayor que a los 116 dpi. En el grupo control inmunizado con PPV de

ZikV, se obtienen titulos de anticuerpos menores en comparacion al grupo 1 debido

a que no se empled AlIF. Una comparacion entre los titulos de los grupos y los

individuos de cada grupo se muestra mediante graficos en la figura 50.
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Figura 50. Titulos de anticuerpos IgG de sueros colectados a los 23 y 116 dias post inmunizacion
del segundo disefio experimental. (A) Titulos de anticuerpos IgG anti-DenV-2. (B) Titulos de
anticuerpos IgG anti-ZikV. Los titulos calculados mediante el método a punto final se muestran por
individuo y con la media geométrica para cada grupo (n = 5 para todos los grupos; excepto para el
grupo 1y grupo 4 a los 116 dpi, un individuo de cada uno de esos grupos murié antes de los 116
dpi, n = 4). Las barras de error representan los intervalos de confianza del 95% para cada grupo. Las
diferencias estadisticas significativas (*p<0.05) entre grupos se determinaron mediante la prueba U
de Mann-Whitney. Cap Mod: capsides modificadas de VAA-8. Cap Nat: capsides nativas de VAA-8.
PPV ZikV: particulas pseudovirales de ZikV. PBS: solo PBS. AlF: adyuvante incompleto de Freund.

En los dos tiempos de evaluacion, algunos individuos del grupo 1 presentaron mayor
respuesta de anticuerpos IgG contra ambos Flavivirus en comparacion con la
tendencia que siguen los demas individuos de ese mismo grupo (Figura 50). Se
observa que todos los individuos del grupo 1, el cual recibié capsides modificadas
de VAA-8 que despliegan al mimoétopo del epitopo EDEL, presentan mayor titulo de
anticuerpos que los individuos del grupo 2, el cual recibi6 las capsides nativas de
VAA-8. Estas diferencias entre ambos grupos son estadisticamente significativas,
para los titulos de anticuerpos IgG anti-DenV-2 a los 23 dpi, el p-valor entre el grupo
1y grupo 2 es de 0.0079, y a los 116 dpi, el p-valor también es de 0.0079; y para
los titulos de anticuerpos IgG anti-ZikV a los 23 dpi y 116 dpi, el p-valor también es
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de 0.0079. Por otro lado, los individuos del grupo control, al cual se le administraron
PPV de ZikV, presentaron titulos de anticuerpos con valores similares a los de los
grupos 1y 2, para ambos Flavivirus y en los dos tiempos. De estos resultados, se
puede afirmar que la inmunizacion con capsides modificadas de VAA-8 que
despliegan el mimoétopo del epitopo EDEL induce anticuerpos especificos de DenV-
2y ZikV, y que efectivamente, como en el primer disefio experimental, las capsides

nativas no inducen anticuerpos contra ambos Flavivirus.

El objetivo principal de las vacunas es generar proteccion a largo plazo, la cual
principalmente depende de la respuesta inmune de memoria y de los anticuerpos
circulantes en el individuo inmunizado (Erlich y Congeni, 2012). Particularmente, en
algunas infecciones como la causada por Neisseria meningitidis, la presencia de
anticuerpos circulantes podria ser mas importante que la respuesta inmune de
memoria, ya que ante una exposicion a dicha bacteria y a su periodo de incubacién
corto de 3 a 4 dias y a que la respuesta estimulada de células B de memoria puede
tomar hasta 5 dias; la respuesta inmune innata y los altos niveles de anticuerpos
protectores circulantes serian la primera linea de defensa para evitar que la
infeccion progrese (Erlich y Congeni, 2012). De igual manera, los anticuerpos
circulantes cumplirian un rol importante para evitar el progreso de infecciones por
DenV y/o ZikV, ya que los periodos de incubacion de estos patdgenos también
pueden ser cortos (3 dias) (Chan y Johansson, 2012; Krow-Lucal et al., 2017). Por
lo tanto, en este segundo disefio experimental se evaluaron sueros a los 116 dpi
para determinar la persistencia de anticuerpos circulantes contra ambos Flavivirus.
El andlisis estadistico mostré que no hay diferencias significativas entre los titulos
de anticuerpo del grupo 1 a los 23 dpi y a los 116 dpi (p-valor = 0.2698 para
anticuerpos anti-DenV-2 y p-valor = 0.2381 para anticuerpos anti-ZikV), aunque la
tendencia de los titulos por individuo mostré que la respuesta a los 116 dpi

disminuy6 en comparaciéon a los 23 dpi.

Ya que el candidato vacunal estd basado en el mimoétopo del epitopo EDE1L
compartido entre ambos Flavivirus, el cual es reconocido por el AcM EDE1-C8, los
titulos de anticuerpo IgG totales en los ratones inmunizados serian equivalentes a

este AcM. Baba-Spaeth et al. (2016) reportan valores de concentracion inhibitoria

119



media (IC50 o0 50% FRNT) del AcM EDE1-C8 de entre 0.015 a 1.13 nM para DenV
y ZikV; sin embargo, no hay reportes de correlatos de proteccion para ambos
Flavivirus basados en el titulo de anticuerpos EDE1-C8, y por esto, no se sabe si la
respuesta de anticuerpos anti-DenV-2 y anti-ZikV inducida por la inmunizacion con
el mimétopo desplegado en las capsides, en el presente trabajo, es suficiente para

proteger a los individuos frente a una infeccion.

Los estudios que reportan el despliegue de péptidos inmunogénicos en la cipside
de VAA muestran la induccién de anticuerpos IgG totales especificos del péptido
desplegado, y también muestran la generacion de anticuerpos neutralizante; y estas
respuestas pueden aumentar con el incremento de la cantidad de proteina
administrada, el uso de adyuvante y el nimero de dosis (Nieto et al., 2012, Singer
et al., 2016); pero en algunos casos el aumento del nimero de dosis no resulta en
un incremento de la respuesta (Nieto et al., 2012). Por ejemplo, Nieto et al. (2012)
reportan que, al aumentar de dosis de 0.6 pg a 30 pg e incluir adyuvante, los titulos
de anticuerpos IgG totales aumentan mas de 10 veces. Estos estudios de referencia
indica que existe la posibilidad de que las respuestas inmunes humorales obtenidas

también incluyan la induccién de anticuerpos neutralizantes de DenV-2 y ZikV.

Resulta compleja la comparacion entre las respuestas obtenidas en los dos disefios
experimentales, ya que son distintos en varios aspectos. A diferencia del primer
disefio experimental, en el segundo disefio las capsides nativas y modificadas de
VAA-8 para inmunizar a los grupos de ratones, se obtuvieron por el mismo proceso
de purificacion. Las dosis administradas de proteina total que contenian a las
capsides de VAA-8 fueron entre 5 a 10 veces (100 pg por ratén) las dosis del primer
disefio experimental. Al grupo que recibié capsides nativas también se le incluyo
AIF en la formulacién; la administracion fue por via intramuscular, y se inmunizaron
ratones de mayor edad (13 - 14 semanas). Es importante mencionar que, a medida
gue los ratones presentan mayor edad, la respuesta inmune frente a un antigeno o
vacuna se puede ver afectada (Baldwin et al., 2018); y con respecto a esto, en el
segundo disefio experimental se observé que, a pesar de la edad, las capsides

modificadas inducen la produccion de anticuerpos contra ambos Flavivirus.
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Mientras que en el primer disefio experimental se evaluaron sueros colectados 12
dias después de la cuarta dosis, en el segundo disefio se evaluaron sueros
colectados 8 dias después de la segunda dosis y ~ 10 semanas después de la
cuarta dosis (71 dias). En general, en ambos disefios experimentales se observa
una mayor respuesta de titulos de anticuerpos contra ambos Flavivirus en los
grupos inmunizados con las capsides modificadas de VAA-8 que despliegan al

mimétopo del epitopo EDE1, en comparacion con los otros grupos.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se desarrollé un nuevo candidato a vacuna dual contra
DenV y ZikV. El candidato se basa en la secuencia “HSPLEKPVPHRS”
insertada y desplegada en la superficie de la c4pside de VAA-8 (capsides
modificadas). Esta secuencia representa un mimotopo del epitopo
conformacional EDEL, presente en los cuatro serotipos de DenV y en el inico

serotipo de ZikV.

En primer lugar, se genero el plasmido pSR660M1, el cual constituye una
plataforma para la insercion de secuencias heterélogas dentro del gen cap
de VAA-8 utilizando métodos sencillos de biologia molecular.
Posteriormente, empleando el vector pPSR660M1, se generd el baculovirus
recombinante bacCapMod para la produccién del candidato vacunal en el
SCI-BV. Se evaluaron diferentes variantes de las proporciones de iodixanol
propuestas por Zolotukhin et al. (1999) para purificar a las capsides
modificadas de VAA-8, y se determind que la variante “Nueva 2” resulté
adecuada para la purificaciébn de estas cépsides. Se demostré que el
anticuerpo monoclonal EDE1-C8 reconoce al mimétopo del epitopo EDE1
gue se encuentra desplegado en la superficie de VAA-8. La formacién y la
estructura de capsides se verificd a través de microscopia electronica de
transmision y criomicroscopia electrénica. Este resultado es el primer reporte
de la formacién de capsides de VAA-8 con una insercion de 24 aa en el bucle
(loop) IV de sus VPs. Sin embargo, la insercion de los 24 aa esta relacionada
con mayor actividad proteolitica sobre las VPs y la formacién de

ensamblados proteicos de tamafio diferente al esperado.

Finalmente, se evaluaron dos disefios experimentales de inmunizacion de
ratones BALB/c con el candidato vacunal y en ambos se generaron
anticuerpos IgG que reconocen a DenV-2 y a ZikV con titulos, determinados
por el método a punto final, de hasta 1838 y 2425, respectivamente. Estos

anticuerpos se detectaron incluso a los 116 dias post inmunizacion.
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PERSPECTIVAS

Con el fin de mejorar el sistema de producciéon y purificacion, se sugiere
evaluar el uso de inhibidores de proteasa para reducir la protedlisis de las
proteinas VPs modificadas de VAA-8 o realizar la insercién y despliegue del
mimotopo en la capside de VAA-2, el cual se reporta como un serotipo que

tolera muy bien la insercion de péptidos.

Para caracterizar mas el despliegue del mimétopo en las céapsides
modificadas y determinar la composicién de los ensamblados, se podria
aplicar la técnica immunogolding y realizar un analisis mas exhaustivo a

través de criomicroscopia electrénica de transmision.

Con respecto a la respuesta inmune, se sugiere Inmunizar ratones con
capsides modificadas de VAA-8 que presenten alto grado de pureza (>95%),
y de esa manera, determinar si la respuesta inmune humoral obtenida en el
presente estudio estaria siendo modulada por la presencia de impurezas en

la formulacién del candidato vacunal.

También es importante medir el titulo de anticuerpos IgG anti-DenV-2 y anti-
ZikV en sueros colectados en diferentes dias post inmunizacion a los
evaluados en el presente trabajo. Ademas, se requiere determinar si el
candidato vacunal también induce respuesta inmune humoral contra los otros

serotipos de DenV.

Asimismo, como parte de la caracterizacion de la respuesta inmune inducida
en ratones inoculados con el candidato vacunal, resulta importante
determinar la produccion de anticuerpos neutralizantes, respuesta inmune

celular y proteccion frente al reto con DenV y/o ZikV.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Plasmidos empleados en este trabajo
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Figura Al. Pldsmido pSR660. Este contiene el gen cap de VAA-8, el cual codifica para las proteinas

estructurales (VPs) de VAA de serotipo 8. Visualizado con SnapGene™ 1.1.3.
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Anexo 2. Verificacion de la secuencia del gen cap del VAA-8 y del promotor
P10 en el vector pSR660

De igual manera que en 5.4., se transformaron células quimiocompetentes de E. coli
One Shot™ TOP10 con el vector pSR660. Se seleccionaron cuatro colonias y se
evaluaron por patron de restriccion con la enzima Kpnl (New Englands Biolabs), la

reaccion de digestion se realizé durante 2 horas a 37 °C.

Para verificar la secuencia del gen cap y del promotor P1o por PCR y secuenciacion,
se disefiaron y se mandaron a sintetizar los oligonucleétidos F2Cap, R2Cap, F3Cap
y R3Cap (tabla Al). Ademas, también se emplearon los oligonucleétidos F1Cap y
R1Cap (tabla A2).

Tabla Al. Oligonucleétidos mandados a sintetizar para verificar la secuencia del gen cap de virus
adeno-asociado del serotipo 8 y del promotor P1o dentro del vector pSR660.

Tamafo
Oligonucleétido Secuencia (5°—3’) esperado del
amplicén (pb)
F2Cap GTTGGCGGTAACAGGGTCCT 834
R2Cap CAATGGCAGACAATAACGAAGGCG
F3Cap GTGGAATCGCAATGCCAAT 1006
R3Cap GATGGTGGGACGGTATGAATA

Las sumas de los amplicones generados con los tres pares de oligonucleétidos
cubren toda la secuencia del promotor P1o y del gen cap de VAA-8. Para verificar el
tamano esperado de los amplicones, se realizaron tres PCR. Los PCR se llevaron
a cabo en un volumen final de 25 pl; se emplearon 0.5 ul de oligonucleétidos (10
1M), 2.5 pl del buffer de la enzima Tag DNA polimerasa (10X), 0.5 pl de dNTPs (10
mM), 0.125 pl de la enzima Taq DNA polimerasa (5U/ul) (New England Biolabs), 12
ng del DNA templado de una colonia seleccionada y agua. Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: 30 segundos a 95 °C; 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C,
30 segundos a las temperaturas de hibridacion evaluadas para cada par de

oligonucledtidos (tabla A2) (gradiente de temperatura), 1 minuto a 68 °C; vy, 5
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minutos a 68 °C para la extension final. Los productos se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Tabla A2. Temperaturas de hibridacién evaluadas de los oligonucleétidos empleados en la PCR para
la verificacion de la secuencia del gen cap de virus adeno-asociado del serotipo 8 y del promotor Pio.

Par de

Oligonucledtidos

Temperaturas de hibridacion
evaluadas(°C)

F1Cap y R1Cap

65, 64.1, 62.6, 60.3, 57.6 y 55.3

F2Cap y R2Cap

65, 64.1, 62.6, 60.3, 57.6 y 55.3

F3Cap y R3Cap

62.6, 60.3, 57.6, 55.3, 53.8 y 53

Finalmente, se manddé a secuenciar el plasmido pSR660, de una colonia

seleccionada, con los oligonucleétidos de la tabla Al, y los F1Cap y R1Cap.

Los resultados de la evaluacién con la enzima de restriccion, los PCR y el esquema

seguido para analizar los resultados de secuenciacién se muestran en la figura A3.

Colonias

1 2 3 4

- Lo, . e
e rrm o)
‘e 7
-
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Figura A3. Verificacion de la presencia del gen cap de virus adeno-asociado del serotipo 8, de su
secuencia y de la secuencia del promotor P1o. (A) Patron de restricciéon de pSR660 de las cuatro
colonias evaluadas (1 al 4) con la enzima Kpnl mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.
(B) y (C) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de productos de PCR tomando como molde al
plasmido pSR660 de la colonia 1 y empleando los oligonucleoétidos de la tabla 1, y los F1Cap y
R1Cap a diferentes temperaturas de hibridacion (mostradas en la parte superior de cada carril). El
carril de pSR660 corresponde al vector. (D) Esquema de verificacién de la secuencia del gen cap de
VAA-8 y del promotor P1o en el vector pSR660 mediante el alineamiento de las secuencias de DNA
obtenidas del servicio de secuenciacion con respecto a las secuencias esperadas.

En la figura A3A se observa la presencia de las bandas de 5153 pb y 4211 pb en
los carriles correspondientes a los plasmidos de las 4 colonias evaluadas, lo cual
indica lo esperado para el vector pSR660 digerido con la enzima Kpnl. En las figuras

A3B y A3C se observan los resultados de las electroforesis de productos de PCR,
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los pares de oligonucledtidos F1Cap-R1Cap y F2Cap-R2Cap amplifican los
productos esperados de 912 pb y 834 pb, respectivamente, y ademas otros
amplicones inespecificos. El par de oligonucleétidos F3Cap-R3Cap solo amplifico
el fragmento esperado (1006 pb). En la Figura A3D se observa el esquema que se
siguid para verificar la secuencia del gen cap del VAA-8 y del promotor P10 en el
vector pSR660. Los cromatogramas de las secuencias obtenidas con los seis
oligonucledtidos se visualizaron mediante el software A plasmid Editor v2.0.51
(ApE), y posteriormente al alinearse con las secuencias esperadas, se pudo verificar
la identidad de secuencia al 100%.

Anexo 3. Secuencia 301 gBlock

‘Start (o) |SanDI (42) ‘ngI (133) ‘Notl (193) |Xch (254) |End (301)
1001 2007 3007
\ Secuencia de pSR660 Secuencia de pSR660 |
| | | |
AIA GGG GGG AAA
301 gBlock
301 bp

Figura A4. Fragmento 301 gBlock visualizado con SnapGene™ 1.1.3.

Anexo 4. Evaluacion de la actividad de las enzimas Kfll y Xcml

Antes de realizar la digestidn tanto del vector pSR660 y del fragmento 301 gBlock
con las enzimas Xcml y Kfll para ligarlos posteriormente, se evaluo la actividad de
las enzimas Xcml y Kfll. Segun los fabricantes la enzima Xcml en 1 hora a 37 °C
digiere totalmente 1 ug de DNA y la enzima Kfll en 15 minutos a 37 °C digiere
totalmente 1 pg de DNA, sin embargo, cuando se evaluaron estas condiciones de
digestion en el vector pSR660 mediante electroforesis en gel de agarosa, se

observaron bandas que no corresponden al tamafio esperado del vector lineal, lo
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cual indica que en dichas condiciones de digestion las enzimas no cortan todo el
vector. Luego se volvio a digerir pSR660, pero ahora con 3 horas de digestion para
cada una, y se volvieron a evaluar las condiciones de digestion mediante

electroforesis (Figura A5).

Figura A5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del vector pSR660 digerido con Xcml 'y con Kifll
durante 3 horas.

En la Figura A5 se muestra que la enzima Xcml digiri6 completamente a 1 ug de
vector pSR660, ya que, se observa una sola banda que corresponderia al vector
pSR660 lineal (9362 pb), mientras que la enzima Kfll lo digiri6 parcialmente. Se
pueden seguir evaluando mas condiciones de digestion, pero como solo se contaba
con 12 reacciones mas del producto Kfll (ThermoFisher Scientific), se decidi6
emplear estas condiciones de digestion para realizar la construccion de pPSR660ML1.
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Anexo 5. Sitios de corte para proteasas dentro del inserto de 24 aay proteasas
codificadas por las células Sf9y el baculovirus

ProtK_Therm
ProtK_Therm|
Therm| |

ArgC_Clost_Tryps

ch_lo|

Protk ||

Prol| |

Lysc|| |
Glu_LysN ProtK Staph]|||
AspGluN Ch_lo ProtK|
Therm|

Ch_ 1o ||

Protk | ||
ProtK_Therm| |11
ProtK_Therm| | |11

AAAGGGHSPLEKPVPHRSGGGATA

Figura A6. Sitios de corte para proteasas identificados dentro del inserto

—+---- 24

identificados con PeptideCutter.

These enzymes cleave the sequence:
Name of enzyme

Arg-C proteinase
Asp-N endopeptidase + N-terminal Glu

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not before P)

Clostripain

Glutamyl endopeptidase
LysC

LysN
Proline-endopeptidase [*]
Proteinase K
Staphylococcal peptidase |
Thermolysin

Trypsin

A Clan  Family MEROPS ID Peptidase or homologue (subtype)
CA c1 C01.060 cathepsin B
CA c1 C01.067 insect 26/29 kDa peptidase
CA c1 C01.067 insect 26/29 kDa peptidase
CA c1 G01.092 cathepsin L1 (arthropod-type)
join] C14 G14.015 caspase (insect 1)
join} C14 unassigned subfamily C14A unassigned peptidases
join] C14 unassigned subfamily C14A unassigned peptidases
CcD C14 unassigned subfamily C14A unassigned peptidases
MA M12 unassigned family M12 unassigned peptidases
MA M12 unassigned family M12 unassigned peptidases
MG M14 14 024 insect gut carboxypeptidase-1
MH M20 unassigned subfamily M20A unassigned peptidases
BA 31 501.040 chymotrypsin-like enzyme (Lepidoptera)
PA S1 S01.112 cocoonase
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peptidases
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA S1 unassigned subfamily S1A unassigned peptidases
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA 81 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA 81 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PA 31 unassigned subfamily S1A unassigned peplidases
PB 12 102.001 glycosylasparaginase precursor
PC £28 C26.952 dihydro-orotase (N-terminal unit) (Homo sapiens-type)
SB 58 unassigned subfamily S8B unassigned peptidases
sC 59 $09.001 prolyl cligopeptidase

B Clan Family MEROPS ID Peptidase or homologue (subtype)
CA c1 C01.083 V-cath peptidase

No. of cleavages Positions of cleavage sites

1 17

10

71016

17

11

12

1

13
123101114 222324
1
129212223
17

N S GC JEY

de 24 aa. Sitios
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Figura A7. Proteasas codificadas por el sistema células de insecto-baculovirus. (A) Proteasas
codificadas por las células Sf9. (B) Proteasas codificadas por el baculovirus. Localizadas en la base
de datos MEROPS.

Anexo 6. Cromatografia de exclusion estéricay cromatografia de afinidad
para la purificacién de capsides de VAA-8

Cromatografia de exclusion estérica

Clarificados obtenidos en el proceso de extraccion de capsides, descrito en 5.9.1,
se sometieron al proceso de purificacion por cromatografia de exclusion estérica
para obtener capsides nativas y modificadas puras de VAA-8. El proceso empleado
se baso en el reportado por Marichal-Gallardo et al. (2017) para purificar virus de la

influenza A.

La cromatografia se realizé en un sistema FPLC AKTAprime plus (GE Healthcare,
Waukesha, EUA) acoplado a un sistema de adquisicién de datos PrimeView (GE
Healthcare) para monitorear absorbancia (280 nm), conductividad y pH. El
clarificado se mezclé con PBS o con PEG al 16% para diluirlo hasta obtener una
concentracion de PEG al 8%, luego la mezcla se sometié a cromatografia a través
de un portafiltros de acero inoxidable (Whatman) (Figura A8A) empacado con 15
membranas de celulosa regenerada con un tamafio de poro de 1 ym y 25 mm de
diametro (GE Healthcare). Todo el proceso se realiz6 a un flujo de 2 mL/min. El
sistema se equilibré con polietilenglicol-6000 (PEG-6000) al 8% en PBS a pH 7.4.
La elucidn se realizé mediante la reduccion de PEG-6000 a 0% en la fase movil.
Posteriormente, los volimenes obtenidos de la elucion fueron dializados utilizando
una membrana Spectra/por (Spectrumlabs) con un tamafio de corte de 100 kDa y
una solucién de dialisis de PBS 1X a un pH de 7.4, con la finalidad de remover
residuos de PEG. Se utilizé6 un volumen de solucion de dialisis de 100 veces el
volumen que se dializ6. La didlisis se realiz6 en agitacion y a 4 °C. La solucion de
dialisis se cambio a las 2, 6 y 10 horas después de iniciar el proceso. Luego de la
didlisis, las muestras se concentraron por centrifugacion en tubos Corning® Spin-X®

como se describe en 5.9.3.

El proceso se evalu6 a través de SDS-PAGE, MET y Dot blot. En la figura A8 se

muestran los resultados del proceso de cromatografia de exclusion estérica.
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Figura A8. Cromatografia de exclusién estérica para la purificacion de capsides de virus adeno-
asociado del serotipo 8. (A) Portafiltros de acero empacado con membranas de celulosa regenerada
y conectado al sistema FPLC AKTAprime plus. (B) Cromatograma tipico de la exclusion estérica para
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capsides de VAA-8. Se observan los picos 1y 2 de 3 inyecciones de muestra. La flecha negra sefiala
al “flow-through” (pico 1) y la flecha roja sefiala a los componentes obtenidos a través de la elucion
(pico 2). (C) SDS-PAGE-tincion con nitrato de plata del proceso de purificacion de capsides nativas
de VAA-8. M: marcador Benchmark, VAA8 Nat iodix: capsides nativas de VAA-8 purificadas por
gradiente de iodixanol, Cl: clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8, VAA8 en PEG
al 8%: clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8 mezcladas con PEG-6000 al 8%,
Elu: componentes obtenidos a través de la elucién (pico 2), NP: componentes obtenidos en el “flow-
through” (pico 1). (D) Micrografia de capsides nativas de VAA-8 purificadas por cromatografia de
exclusién estérica y dializadas, a 50000X de aumento. (E) Micrografia de capside modificada de
VAA-8 (flecha roja) purificada por cromatografia de exclusion estérica y dializada, a 16000X de
aumento. (F) Dot blot con el AcM ADK8 para detectar capsides nativas de VAA-8. (G) Dot blot con
el AcM EDE1-C8 para detectar el mimétopo en las capsides modificadas de VAA-8. En (F) y (G), C+:
control positivo, C-: control negativo, VAA-8 Nat iodix: capsides nativas de VAA-8 purificadas por
gradiente de iodixanol, ZikV: sobrenadante de cultivo de células C6/36 infectadas con ZikV, VAA-8
Nat CI: clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8, VAA-8 Mod CI: clarificado de
células Sf9 infectadas con bacCapMod, VAA-8 Mod SXC: capsides modificadas de VAA-8
purificadas por cromatografia de exclusién estérica, VAA-8 Mod SXC Dial: capsides modificadas de
VAA-8 purificadas por cromatografia de exclusién estérica y dializadas. Se muestran la cantidad de
proteina total cargada, y el volumen cargado para las capsides purificadas por gradiente de iodixanol.

En la figura A8B se muestra el cromatograma tipico obtenido al inyectar clarificados
gue contienen capsides nativas o modificadas de VAA-8. Se inyectaron 40 mL, 80
mL y 120 mL de clarificado diluido 1/4 con PEG al 8%. En todas las inyecciones se
obtuvo el pico 2, el cual contiene particulas virales, de acuerdo con el perfil de
trabajo de Marichal-Gallardo et al. (2017).

Se cuantificé la proteina en las fracciones colectadas, y las muestras se analizaron
por SDS-PAGE vy tincion con nitrato de plata. En la figura A8C se muestra el
resultado del SDS-PAGE para el proceso de purificacion de las capsides nativas de
VAA-8. Se cargaron 0.07 ug de capsides nativas de VAA-8 purificadas por gradiente
de iodixanol (VAA8 Nat iodix), 0.5 ug de clarificado de células Sf9 infectadas con
bacRep Cap 2/8 (Cl), 0.5 ug de clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep
Cap 2/8 mezcladas con PEG-6000 al 8% (VAA8 en PEG al 8%), 0.5 ug de
componentes obtenidos a través de la eluciéon (Elu) y 0.5 ug de componentes
obtenidos en el “flow-through” (NP). En el carril “Elu” se observa a VP3 enriquecida
en comparacion a los otros carriles, y se puede afirmar que tiene una pureza mayor
al 60%. Los resultados de SDS-PAGE para el proceso de purificacion de las
capsides modificadas de VAA-8 muestran varias bandas de menor tamafio a las
VPs, las cuales son similares en peso a las bandas producto de protedlisis

observadas en las figuras 37A y 37B (resultados no mostrados).
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En la figura A8D se observan cépsides nativas de VAA-8 de ~20 nm de diametro;
sin embargo, se observan enmarafiadas en lo que seria el PEG, algunas estan
sueltas, pero aun asi no se observan con claridad. Al parecer la dialisis no fue
suficiente para remover todo el PEG. Deberia optarse por otro método, como la
cromatografia de exclusion en gel, para remover el PEG. Por otro lado, en la figura
A8E solo se observa una estructura que podria corresponder a una capside
modificada de VAA-8; sin embargo, ésta mide ~60 nm de diametro, este tamafo

seria atipico para un capside de VAA-8.

En el resultado de Dot blot (Figura A8G) para las capsides modificadas de VAA-8,
no se detecta al mimotopo en la elucion de la cromatografia de exclusion estérica,
ni en la muestra purificada y dializada. Esto podria deberse a que el PEG residual
en las muestras interfiere con el reconocimiento del mimoétopo por el AcM EDE1-C8.
El andlisis de Dot blot no se realizo para las capsides nativas de VAA-8 purificadas

por cromatografia de exclusion estérica.

Al comparar los resultados de purificacion por gradiente de iodixanol (Figuras 33 y
37) y cromatografia de exclusidon estérica, se logra obtener mayor pureza con el
meétodo de gradiente de iodixanol. La cromatografia de exclusién estérica tiene
como principal ventaja la purificacion de volimenes grandes (100 mL<) de
clarificado en tiempos cortos en comparacién al proceso de purificacion por
gradiente de iodixanol. No obstante, si el PEG-6000 no logra removerse de las
capsides de VAA-8, podria ser un problema para inducir respuesta inmune, debido
a que estudios previos indican que particulas cubierta con PEG logran evadir el
sistema inmune (Verhoef y Anchordoquy, 2013).

Cromatografia de afinidad

Céapsides modificadas de VAA-8 purificadas por gradiente de iodixanol empleando
las proporciones de la variante “Nueva 2”, concentradas y con cambio de soluciéon
a PBS, como se describe en 6.3.3 se sometieron al proceso de cromatografia de
afinidad para incrementar su grado de pureza. El proceso empleado se baso en el

gue Uribe (2020) establecio para purificar particulas pseudovirales de ZikV.
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La cromatografia se realiz6 en una columna de polipropileno de baja union a
proteinas y con filtro de polietileno. Se empleé la resina de afinidad Sepharose® 4B
AcM EDE1-C8. La resina fue construida por Uribe (2020) a través de la union
covalente entre el AcM EDE1-C8 y la resina Sepharose® 4B activada por bromuro

de cianogeno (CNBr).

La purificacion se realizd por goteo y por flujo de gravedad. La resina almacenada
(I mL) en PBS 1X pH 7.4, 1 M NaCl y 0.02% de azida de sodio, en un volumen total
de 3 mL, se coloco en la columna y se equilibré con 15 volimenes de columna (VC)
de PBS pH 7.4, luego la resina se retir0 de la columna y se coloc6 en un tubo de 5
mL, se esperd a que sedimente, se retird el sobrenadante y se agregaron 2 mL de
muestra (capsides modificadas), se mezclé por inversion 1 hora a temperatura
ambiente y toda la noche a 4 °C, la resina con muestra se colocé en la columna 'y
se colectaron los componentes no unidos (“flow-through”), la resina se lavo con 12
VC de PBS pH 7.4, la elucion se realiz6 con 3 VC de glicina 0.1 M pH 2.75, se
colectaron fracciones de 300 uL en microtubos que contenian 60 uL de solucion de
fosfatos pH 8.0 para la neutralizacién, la resina se lavé con 3 VC de PBS pH 7.4.

Finalmente, la resina se regenerd con 15 VC de NaCl 1 M.

Al proceso de cromatografia de afinidad, se sometieron 115.1 ug de proteina total
correspondientes a las capsides modificadas purificadas por gradiente de iodixanol.

El proceso se evalud a través de SDS-PAGE vy tincién con nitrato de plata, Western
blot y Dot blot. En la figura A9 se muestra el resultado del proceso de purificacién

por cromatografia de afinidad.
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Figura A9. Cromatografia de afinidad para la purificacion de cdpsides modificadas de virus adeno-
asociado del serotipo 8. (A) Columna en soporte universal y resina en tubo de 5 mL. (B) Dot blot con
el AcM EDE1-C8 para detectar el mimétopo en las capsides modificadas de VAA-8. PBS: solo PBS
1X pH 7.4, VAA8 Nat CI: clarificado de células Sf9 infectadas con bacRep Cap 2/8, Flow-through:
componentes no unidos, ler_L1 al 1er_L19: colectas durante el primer lavado, E1 al E10: colectas
durante la elucién, 2do L1 al 2do_L3: colectas durante el segundo lavado, NaCl_1 al NaCl_3:
colectas durante la regeneracion.

Se obtuvieron 17.39 ug de proteina total en las fracciones de la elucién. No se
observaron bandas de VPs de VAA en los resultados de SDS-PAGE y Western blot
probablemente porque se cargd poca proteina en los geles (resultados no
mostrados). Por otro lado, el resultado de Dot blot (Figura A9B) indica la presencia
de capsides modificadas de VAA-8 que despliegan el mimoétopo del epitopo EDE1
en las fracciones colectadas durante la elucion (principalmente de E3 a E5). Segun
este resultado, se sugiere que este paso de purificacion adicional a la purificacion

por gradiente de iodixanol permitiria obtener capsides modificadas de VAA-8 con
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mayor pureza; sin embargo, para afirmar esto se requiere mayor caracterizacion del

proceso de purificacion por cromatografia de afinidad.

Anexo 7. Valores de resolucién del mapa de densidad electrénica de la
capside modificada de VAA-8
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Figura A10. Resolucion del mapa de densidad electronica de la capside modificada de VAA-8 segun
diferentes mascaras Resolucién del mapa de densidad electréonica de la capside
modificada de VAA-8 segun diferentes mascaras Resolucion del mapa de densidad
electronica de la capside modificada de VAA-8 segun diferentes mascaras

Anexo 8. Absorbancias de los sueros preinmunes de los ratones empleados
en los disefios experimentales de inmunizacion
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Figura A11. OD a 450 nm de las diluciones seriadas de sueros preinmunes de ratones del primer
disefio experimental. (A) Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos
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IgG anti-DenV-2. (B) Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos anti-
ZikV. Las curvas representan el promedio de los valores de absorbancia para cada grupo (n =5) y
las barras de error representan la desviacion estandar para los valores de absorbancia.
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Figura A12. OD a 450 nm de las diluciones seriadas de sueros preinmunes de ratones del segundo
disefio experimental. (A) Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos
anti-DenV-2. (B) Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para detectar anticuerpos IgG anti-
ZikV. Las curvas representan el promedio de los valores de absorbancia para cada grupo (n =5) y
las barras de error representan la desviacion estandar para los valores de absorbancia.
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