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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Vacunas basadas en vectores virales

La vacunacién es una de las medidas mas importantes para prevenir las
enfermedades infecciosas, junto con la mejora de los servicios sanitarios y el

suministro de agua potable.

El concepto de vacunacion se origind en el siglo XVIII cuando el médico inglés
Edward Jenner comenzé a inocular el virus de la viruela vacuna para combatir la
viruela humana. Actualmente la viruela esta erradicada y otras enfermedades como la
poliomielitis han desaparecido practicamente del hemisferio norte. Se espera que otras
enfermedades se erradiquen en un futuro cercano. La vacunacién también ha limitado
eficazmente la diseminacion de muchas enfermedades infecciosas como el sarampion,
las paperas, la rubéola y la hepatitis B. No obstante, hoy dia los esfuerzos para
desarrollar vacunas frente a otros agentes infecciosos, habituales o emergentes, como
Plasmodium falciparum, VIH, herpes o dengue han sido hasta ahora ineficaces. A
pesar de los empefos realizados no disponemos de vacunas eficaces frente a micosis
o enfermedades parasitarias. Estas limitaciones se deben a la dificultad para definir
claramente las dianas antigénicas que inducen una respuesta inmunitaria (tanto
humoral como celular, sistémica y a nivel de mucosas) que pueda prevenir y limitar el
progreso de la enfermedad. En consecuencia, se requieren nuevas tecnologias para
desarrollar vacunas mas seguras y mejores. Se necesitan nuevas aproximaciones, con
una caracterizacién mas detallada de la organizacion genética del patégeno y de los

genes responsables de la induccién de la virulencia o de la inmunidad.

Actualmente estamos en una situacién sin precedentes para desarrollar
mejores vacunas a partir de vectores vivos. Debemos aspirar a que estos vectores
sean mas seguros y capaces de inducir un amplio rango de respuestas inmunitarias
protectoras. Estos objetivos se podran cumplir con el incremento del conocimiento y de
la capacidad de manipular los genomas de los agentes patdogenos. De los posibles
vectores a desarrollar, los virus recombinantes representan nuevas estrategias
vacunales especialmente prometedoras, tanto para mejorar las vacunas existentes

como para desarrollar otras nuevas.
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Los sistemas derivados de virus ofrecen algunas ventajas potenciales sobre las
vacunas tradicionales. Estas incluyen altos niveles de produccién de los antigenos
directamente en el interior de las células del hospedador, efectos adyuvantes
derivados del sistema de inoculacion viral (mayor potencia de la respuesta inmunitaria)
y la posibilidad de una liberacién eficiente del antigeno directamente a los
componentes del sistema inmunitario como las células presentadoras de antigeno. La
administracion de vacunas derivadas de vectores virales en combinacion con otras

vacunas aporta una ventaja adicional.

Por tanto, los vectores virales constituyen una herramienta con un gran
potencial en el campo de la vacunacion. Durante muchos afos las estrategias
empleadas para desarrollar vacunas han sido empiricas y dependian de la induccion
de anticuerpos neutralizantes para generar proteccién. No obstante, para algunas
enfermedades infecciosas esta aproximacién no tiene éxito, debido principalmente a la
necesidad de generar un amplio espectro de respuestas inmunitarias que se
correlacionan con la proteccion. Entre otras se incluyen respuesta de anticuerpos
neutralizantes, de células T e inmunidad de mucosas. Los vectores virales pueden
constituir la esperanza mas importante para el desarrollo de una vacuna eficaz para

enfermedades que requieren una respuesta inmunitaria compleja.

1.1.1. Expresion de genes heterélogos en virus de ARN de simple cadena de

sentido positivo

Numerosos virus de ARN de cadena positiva se han empleado para desarrollar
vectores virales que expresen genes heterdlogos partiendo de clones de ADN
complementario (ADNCc). Estos vectores se pueden clasificar segun la naturaleza de su
genoma (uno o mas fragmentos de ARN) y la estrategia de expresion génica (uso o no
de intermediarios de ARN subgendmico). Se han desarrollado sistemas de expresion
en virus de ARN de cadena positiva que son transcritos en un ARN Unico, tales como
los picornavirus (poliovirus) y los flavivirus. Y también se han desarrollado sistemas de
expresion en virus que utilizan intermediarios de ARN subgendomico, como los

alfavirus.

Las principales ventajas de la aplicacién de los virus de ARN de simple cadena
y sentido positivo como vectores virales derivan de su estrategia de replicacién. Estos
virus replican y expresan sus genes unicamente a través de intermediarios de ARN.

Por tanto, la replicacion ocurre exclusivamente en el citoplasma de la célula infectada,
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lo que proporciona una ventaja inherente de seguridad al eliminar cualquier posibilidad
de integracion con el ADN celular. Estos virus son los que poseen los genomas mas
grandes de los virus de ARN, por lo que tienen menos limitaciones de tamafo para
insertar secuencias heterdlogas. Ademas, dicho genoma funciona directamente como

un mensajero, por lo que solo se necesita empaquetar a éste en la particula viral.

El uso eficiente de los virus de ARN como vectores esta limitado en parte por
nuestra comprensién incompleta del ciclo replicativo y sus restricciones. La insercion
de genes foraneos en los virus de ARN frecuentemente disminuye la eficacia de la
replicacién del genoma de ARN y de su expresion o la del ARN subgendmico, pero
desconocemos las causas. El grado de reduccion de la replicacion del ARN gendémico
varia con el gen insertado, puede ser considerable y no depender directamente de la
longitud de la secuencia insertada. Esta reduccion en la replicacion puede volver la
expresion del vector inestable genéticamente, dado que altos niveles de
recombinaciéon en el ARN conducen a la apariciéon de variantes con delecciones que
han perdido todo o una parte del gen insertado. Estas variantes poseen un “fitness”
replicativo mayor, lo que les permite superar al vector inicial. En muchos virus se
desconoce cuales son los mecanismos por los que los genes foraneos inhiben la
replicacién del genoma viral, lo mas seguro es que impliquen requisitos desconocidos
actualmente para la replicacion del ARN viral. La utilidad de estos vectores puede
incrementarse con una mejor comprension de estas restricciones y de los mecanismos

generales para la replicacion del genoma y la sintesis del ARN.

1.1.1.1. Alphavirus

El género Alphavirus pertenece a la familia Togaviridae, que incluye a especies
que son patégenas humanas. Tres miembros de este género se utilizan como
vectores de expresiéon para su aplicacion como vacunas; el virus Sindbis (SINV), el
virus del bosque de Semliki (SFV) y el virus de la encefalitis equina venezolana
(VEEV). Debido a sus caracteristicas comunes y simplicidad no existen diferencias
significativas entre ellos, con respecto a su capacidad de infectar células y de expresar

genes heterdlogos.

El genoma de estos virus esta formado por una molécula de ARN de sentido
positivo, con un tamafo de unos 12 Kb, con estructura en cap, poliadenilado y que

contiene dos pautas abiertas de lectura (ORFs).
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Estos virus tienen interés como vectores porque pueden infectar a un gran
numero de células animales y expresar proteinas virales y heterélogas de forma
transitoria, pero en grandes cantidades. Ademas existe un efecto intensificador de la
respuesta inmunitaria porque algunas células infectadas con el vector finalmente
pueden sufrir apoptosis, dando lugar a cuerpos apoptoticos que son fagocitados
eficientemente por células presentadoras de antigenos (Albert et al., 1998). Estas
caracteristicas y la ausencia general de inmunidad preexistente frente a alfavirus en el

hombre resaltan su potencial como vehiculo vacunal.

Ademas se han creado vectores seguros mediante la sustitucién del gen de la
proteina estructural por genes heterélogos. Estos vectores de ARN son capaces de
replicar pero no de empaquetarse en pseudoparticulas viricas (VLPs) a menos que las
proteinas estructurales se proporcionen en frans. Este ARN con capacidad
autoreplicativa o replicon es un vector de un unico ciclo, porque las particulas
formadas no pueden producir progenie viral debido a la ausencia de los genes virales
estructurales. Por tanto, estas particulas son incapaces de transmitirse desde la célula
infectada a otras células. EI empaquetamiento del replicén en particulas virales se
puede conseguir mediante la cotransfeccidén en células permisivas de replicones y un
ARN auxiliar que codifica las proteinas estructurales. Este ultimo conserva las sefales
para la amplificacion del replicon, pero se han extraido las sefales de
empaquetamiento y el gen de la replicasa (Liljestrom y Garoff, 1991). No obstante, se
pueden producir particulas competentes en replicacion con una baja frecuencia, por
medio de la recombinacion entre el vector y el virus auxiliar. Este problema puede
evitarse utilizando un sistema con dos virus auxiliares, en los que la capside y las
proteinas de membrana se localizan en plasmidos separados. Asi se consigue reducir
la probabilidad de recombinacion homodloga a niveles insignificantes (Frolov et al.,
1997). Otra aproximacion es el desarrollo de células transformadas que expresen las

proteinas estructurales virales permanentemente (Polo et al., 1999).

Una alternativa al desarrollo de particulas recombinantes de alfavirus es la
administracion directa de acidos nucleicos (tanto ADN como ARN) que contienen el
replicon de alfavirus. El componente clave de la inoculacion es el replicon, que es el
responsable de la generacién rapida de unas 200.000 copias de ARN por célula como
consecuencia de la replicacion directa del ARN en el citoplasma (Zhou et al., 1994).
Otra posibilidad es el uso de ADN plasmidico que contenga un replicén de alfavirus,
estos plasmidos contienen promotores de la ARN polimerasa del hospedador para

dirigir la transcripcion del replicon (Herweijer et al., 1995). Una gran ventaja de esta
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modalidad es su simplicidad, ya que se puede administrar directamente el plasmido de
ADN. Otro beneficio de estos sistemas es que al producirse una intensa replicacion del
ARN en el citoplasma se reduce la dosis del acido nucleico y mejora la eficacia para
inducir una fuerte respuesta inmunitaria. Se ha visto que los replicones inducen la

produccion de interferén y quizas de otras citocinas.

Una ventaja adicional del uso de replicones basados en el VEEV es la
capacidad, tanto del virus como de la particula pseudovirica, para ser reconocido por
las células dendriticas. Estas células pueden ser un paso intermedio importante en la
presentacion de antigenos a las células T y pueden inducir la estimulaciéon de la
respuesta inmunitaria (MacDonald y Johnston, 2000). De igual forma se ha podido
dirigir al virus SINV hacia este tipo celular mediante una mutacion en la proteina E2
(Gardner et al., 2000).

Se ha demostrado la utilidad de alfavirus como portadores de genes
heterélogos para su aplicacion como vacunas frente a un amplio rango de patégenos
virales (por ejemplo virus influenza, VIH o el virus del papiloma humano), bacterianos
(como Chlamydia pneumoniae o Mycobacterium tuberculosis) y parasitarios (como
Plasmodium falciparum), asi como de células tumorales (Lundstrom, 2003; Riezebos-
Brilman et al., 2006). La mayoria de estos estudios se han realizado en el modelo
experimental en raton. No obstante, también se ha demostrado la eficacia de estos
vectores en otros modelos animales tales como el hamster, el cobaya, el pollo, la oveja

y el macaco.

1.1.1.2. Poliovirus

Poliovirus es un miembro de la familia Picornaviridae. Es un virus de ARN de
polaridad positiva con un genoma de aproximadamente 7.400 nucleétidos que
contiene un unico ORF que codifica la poliproteina viral. En su extremo 3’ posee una

cola de poliadeninas, pero no posee estructura en cap en su extremo 5’.

Poliovirus es el agente causal de la poliomielitis, y por tanto, todos los vectores
basados en poliovirus derivan de una cepa vacunal atenuada y bien caracterizada, la
cepa Sabin. Esta es particularmente atractiva debido a su amplia aplicacién en
millones de vacunas y también por su capacidad de inducir una respuesta inmunitaria
robusta y duradera en humanos. Otra ventaja de la utilizacién de poliovirus es su facil

administracion por via oral, evitando la via parenteral. También posee una estabilidad
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inherente en el tracto intestinal. Sus células diana son las células M de la mucosa, que
son las responsables de la presentaciéon de antigenos, por lo que inducen una potente
respuesta inmunitaria a nivel de mucosas (Ogra y Ogra, 1973). Ademas, los procesos
de produccion de poliovirus estan bien establecidos y el virus puede replicarse a titulos

altos, permitiendo la produccidn a bajo coste de este vector viral.

Hasta la fecha se han usado dos aproximaciones para desarrollar vacunas
basadas en poliovirus: virus competentes o defectivos en replicacién. En el caso de los
virus competentes en replicacion las proteinas de la capside se modifican para incluir
péptidos inmunogénicos de otro microorganismo dentro de la proteina de la capside
del virién. La secuencia heteréloga se flanquea por sitios de corte por proteasas. Por
tanto, todos los componentes proteicos de poliovirus se producen normalmente y la
replicacion viral no esta comprometida (Andino et al., 1994). No obstante, la cantidad
de material genético foraneo que se puede introducir con esta aproximacion esta
estrictamente limitado. En el caso de virus defectivos, los vectores de poliovirus se
construyen como replicones en los que dos genes de la capside del virion se
sustituyen por el gen heterélogo. La generacién de replicones de poliovirus es posible
debido a que el gen viral P1, que codifica las proteinas de la capside, no es esencial
para la replicacion del ARN y esta region se puede reemplazar con material foraneo
(Porter et al., 1993). La liberacién del gen clonado se consigue flanqueando el inserto
con sitios de corte por proteasas virales. El replicon de ARN se empaqueta en VLPs
mediante la transfeccion del ARN que expresa la regién P1 de poliovirus en células
infectadas con el virus auxiliar o con un virus vacuna recombinante (Porter et al.,
1993). Se ha demostrado que ambas estrategias son inmunogénicas en varios
sistemas experimentales como primates no humanos, utilizando varias rutas de

inmunizacion, incluyendo la liberaciéon en mucosas (Crotty et al., 2001).

Existen dos restricciones importantes para la utilizacion de vectores basados
en poliovirus. La primera es la estabilidad y el tamafo del inserto del gen heterélogo
(aproximadamente 200 aminoacidos) (Mueller y Wimmer, 1998). La segunda es la
presencia de altos niveles de inmunidad preexistente frente a poliovirus en la

poblacién general.
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1.1.1.3. Flavivirus

Los flavivirus pertenecen a la familia Flaviviridae. El virus prototipo de esta
familia viral es el virus de la fiebre amarilla. Este virus posee un genoma no
segmentado compuesto por una unica molécula de ARN de simple cadena de sentido
positivo de unas 11 Kb. En su extremo 5’ posee una estructura en cap, pero no poseen

cola de poliadeninas en su extremo 3’.

El virus 17D es una cepa atenuada que se utiliza como vacuna comercial con
una extensa aplicacion desde 1936. En los ultimos 70 afios se han vacunado mas 400
millones de personas con una seguridad y eficacia sobresalientes (Monath, 2004).
Esta vacuna es barata, se aplica en una unica dosis y los métodos de produccion
estan muy bien establecidos. Una unica dosis subcutanea proporciona una inmunidad
celular y en mucosas duradera (Poland et al., 1981). Aunque se induce proteccion
mediada por células T no esta totalmente aclarado cual es el mecanismo de accion.
Se ha propuesto que el mecanismo que explica la fuerte inmunogenicidad de las
vacunas basadas en la cepa 17D es que los virus recombinantes replican
preferentemente en las células dendriticas del sitio de inoculacion (Tao et al., 2005).
Se ha demostrado que células dendriticas infectadas con la cepa 17D, o
recombinantes basados en ésta son resistentes al dafo viral, y procesan y presentan

eficazmente antigenos a células T CD8" (Barba-Spaeth et al., 2005).

El desarrollo de la tecnologia de clones infecciosos ha permitido la
manipulacién genética del genoma de 17D para la expresion de genes foraneos.
Existen diferentes aproximaciones técnicas para construir virus recombinantes
basados en esta cepa. La técnica mas importante es la creacion de virus quiméricos
con otros flavivirus mediante el intercambio de los genes estructurales prM/M/E (Lai y
Monath, 2003). En el caso de otros patdgenos las secuencias heterdlogas se han
insertado en posiciones diferentes. Se han expresado epitopos foraneos en el lazo fg
de la proteina E (Bonaldo et al., 2002; Bonaldo et al., 2005) y también entre las
proteinas no estructurales flanqueados por secuencias de protedlisis especificas para
proteasas virales (McAllister et al., 2000). Recientemente se han insertado fragmentos
mas grandes entre las proteinas E y NS1 (Bonaldo et al., 2007). En este caso la
liberacion del producto se realiza al insertar secuencias de corte por peptidasas
celulares. Otra estrategia ha sido la insercion de las secuencias foraneas en las region

no traducible (UTR) 3’ (Mutebi et al., 2004). Aunque esta regién posee problemas de
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estabilidad genética. Por ultimo, se ha propuesto la expresion transitoria de genes

heterélogos mediante replicones (Jones et al., 2005; Mason et al., 2006).

Este sistema viral se ha empleado para crear una vacuna para combatir la
malaria. Se ha conseguido reducir la carga parasitaria en el modelo murino de la
malaria mediante la expresién de un epitopo de Plasmodium yoelii que es reconocido
por linfocitos T citotdxicos (Tao et al., 2005). Ademas, cuando se ha insertado la
secuencia repetida de P. falciparum en el lazo fg de la proteina E, el virus resultante es
capaz de inducir anticuerpos frente a la proteina del esporozoito en el modelo en ratéon
(Bonaldo et al., 2002). También se ha demostrado la proteccion de cobayas frente al

virus de la fiebre de Lassa (Bredenbeek et al., 2006).

La principal limitacion de este sistema es que la capacidad actual para expresar
genes foraneos para 17D es de alrededor de 1’5 Kb. En el caso de enfermedades en
las que sea importante la edad de inoculacién, como es la malaria, la principal
restriccion es que la vacuna esta contraindicada para su administracién en nifios

menores de 6 meses de edad.

1.1.1.4. Coronavirus

Las caracteristicas de este virus y en concreto su aplicacion como vector viral
para el desarrollo de vacunas constituyen el objeto de esta tesis, por lo que se le

dedica el siguiente apartado.
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1.2. Coronavirus

1.2.1. Caracteristicas de la familia Coronaviridae

Los coronavirus son virus de importancia veterinaria y médica. Son una familia
de virus de ARN con envuelta, que estan ampliamente distribuidos entre aves y
mamiferos, incluido el hombre. Coronavirus causa enfermedades entéricas o
respiratorias principalmente, pero en algunos casos desencadenan otras
enfermedades al infectar el sistema nervioso central, el higado o el rifdén (Lai y
Holmes, 2001). En los ultimos afos se ha intensificado el interés por el estudio de esta
familia debido a la identificacion de un nuevo patégeno emergente, el SARS-CoV, que
es el agente etiolégico del sindrome respiratorio agudo y grave (SARS en inglés). Este
patégeno, que fue descubierto en el afio 2003, causa neumonia y provoca la muerte
en un 10% de las personas infectadas (Enjuanes et al., 2007; Marra et al., 2003; Rota
et al., 2003).

La caracteristica mas distintiva de esta familia es el tamafio de su genoma, ya
que posee el genoma mas grande de todos los virus de ARN, incluyendo los virus de
ARN de genoma segmentado. Este oscila entre 27 y 31’5 Kb. Su alta capacidad de
codificacién exige y posibilita una gran variedad de estrategias de expresion génica.
Por ello, a nivel molecular coronavirus se caracteriza por cumplir un complejo
programa de expresion génica que emplea una gran variedad de estrategias
inusuales. Las mas importantes son que para la replicaciéon del genoma es necesario
que se produzca un cambio de pauta de lectura ribosémica durante la transcripcion,
que en la replicacion se origine la sintesis de una especie de ARN gendédmico (ARNg) y
de multiples subgendmicos (ARNsg) y que el ensamblaje de los viriones se produzca

por una via que es unica entre los virus de ARN envueltos.

1.2.2. Taxonomia

Los coronavirus se clasifican dentro de la familia Coronaviridae. Esta familia
agrupa a las subfamilias Coronavirinae y Torovirinae. La subfamilia Coronavirinae
incluye a tres géneros: a, B y y. La subfamilia Torovirinae esta compuesta por los
géneros Torovirus y Bafinivirus (Enjuanes et al., 2008). Esta clasificacion es una
propuesta provisional al “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV), que
se decidié en la ultima reunion del “International Coronavirus Study Group” (Oxford,
Julio 2008).
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La familia Coronaviridae se ha agrupado junto con las familias Arteriviridae
(que contiene al género Arterivirus) y Roniviridae (formada unicamente por el género
Okavirus) en el orden Nidovirales. Este nivel de organizacion superior reconoce una
relaciéon entre estas familias que las diferencia de los otros virus de ARN de sentido
positivo y no segmentado. La caracteristica mas notable de los nidovirus es que su
expresion génica se realiza a través de la transcripcidon de un conjunto de ARNs
subgendmicos 3’ coterminales. Esta cualidad da origen al nombre del orden, que
deriva del latin nidus, “nido” (Enjuanes et al., 2000b). Ademas, la produccién de estos
ARNm coterminales se realiza después de un proceso de transcripcion discontinua
caracteristico (Enjuanes et al., 2006) . Otra caracteristica que comparten las familias
de este orden son que las ORF 1a y 1ab, que son las ORFs mas largas y proximas al
extremo 5’ y ocupan dos tercios del genoma, son traducidas directamente del ARN
genoémico y se solapan parcialmente. Estas dos ORFs codifican las subunidades de la
maquinaria de replicacion y es necesario un cambio de pauta de lectura ribosémico
para su expresion completa. Estas subunidades se originan por la protedlisis
autocatalitica mediada por la poliproteinas pp1a y pp1ab codificadas por los genes
ORF 1a y ORF 1ab, respectivamente. Por ultimo todos los nidovirus presentan una

proteina transmembrana que atraviesa varias veces la membrana en el virion.

Las diferentes familias de los nidovirus divergen entre si de distintas formas, las
mas importantes son por el numero, tipo y tamafio de las proteinas estructurales del

virion.

1.2.3. Clasificacion de la subfamilia Coronavirinae

La subfamilia Coronavirinae contiene tres géneros (a, B y y). Estos géneros se
han diferenciado de forma practica utilizando 4 parametros (Spaan et al., 2006),
aunque no se han seguido directrices rigurosas para aplicar estos criterios a la hora de

definir nuevas especies o distinguir las existentes. Los parametros son:

1. Propiedades antigénicas. La caracterizacion serologica permite situar a un virus
dentro de un grupo antigénico, pero esta clasificacion tiene el inconveniente de que
refleja las propiedades de un numero limitado de proteinas virales. Por ejemplo, en
el caso de TGEV se han dado casos de virus claramente relacionados que no son
serolégicamente reactivos (Sanchez et al., 1990). Por tanto, la comparacion de
secuencias entre genomas virales (0 aminoacidos) ha sido la base para la

clasificacion en 3 géneros (Gorbalenya et al., 2004) (Tabla 1.1).
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Género Acrénimo Especie Hospedador Diana
TGEV Virus de la gastro?r.\terltls porcina Aparato digestivo
transmisible
Cerdo A }
PRCoV Coronavirus respiratorio porcino p?ra O.
respiratorio
1PV Virus de la perltpnltls infecciosa Gato Macréfagos
felina
a
CCoV Coronavirus canino Perro Aparato digestivo
. Aparato
HCoV-229E Coronavirus humano cepa 229E . .
respiratorio
Humano A :
HCoV-NL63 Coronavirus humano cepa NL63 p?ra O.
respiratorio
Bat-CoV Coronavirus de murciélago Murciélago Aplaratol
respiratorio
MHV Virus de la hepatitis murina Ratén Higado
RCoV Coronavirus de rata Rata Ap.arato.
respiratorio
BCoV Coronavirus bovino Vaca Aparato digestivo
HEV Virus de .Ia encefalomlelltls Cerdo Sistema nervioso
aglutinante porcina central
CRCoV Coronavirus respiratorio canino Perro Aplaratol
B respiratorio
HCoV-0C43 Coronavirus humano cepa OC43 Ap.arato.
respiratorio
SARS-CoV  Sindrome respiratorio agudo y grave Humano Pulmoén
. Aparato
HCoV-HKU1 Coronavirus humano cepa HKU . .
respiratorio
Bat-SARS- resc,:oig?oar\i/c:rzs ::;SIn(::/r:Zel Murciélago Aparato
CoV P g. , yg g respiratorio
murciélago
IBV Virus de la bronquitis infecciosa Pollo Ap.arato.
respiratorio
Y TCoV Coronavirus del pavo Pavo Rifén
PhCoV Coronavirus del faisan Faisan Aparato digestivo

Tabla 1.1. Clasificacion de especies de coronavirus en tres géneros. Se indican

especies caracteristicas de cada grupo, asi como su hospedador y diana.
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2. La posicion y variedad de las proteinas no estructurales y no esenciales en el
extremo 3’ del genoma. El numero, tipo y localizaciéon de los genes no esenciales
(que codifican las proteinas no estructurales) varia significativamente entre
diferentes aislados de coronavirus. Algunos de estos genes son comunes para un
conjunto de virus estrechamente relacionados y otros pueden ser especificos para
una especie de virus. Sin embargo, se ha observado que diferentes aislados del
mismo coronavirus pueden también diferir respecto a ciertas ORFs localizadas hacia

el extremo 3.

3. El procesamiento de la proteina S en dos mitades (S1 y S2). Todos los
coronavirus se pueden agrupar en dos divisiones dependiendo de si la proteina S se
procesa en dos subunidades (S1 y S2) o no. La proteina S no sufre protedlisis en el
género a (TGEV, CCoV y FCoV). En cambio, los géneros B y y si que procesan la

proteina S.

4. El rango del hospedador. Casi todos los coronavirus de los géneros a y B tienen
hospedadores de mamiferos, los coronavirus que infectan humanos pertenecen a
estos grupos. Coronavirus infecta un amplio rango de mamiferos, aunque
coronavirus poco relacionados pueden infectar al mismo hospedador. En cambio,

los virus del género y sélo se han aislado de hospedadores aviarios.

1.2.4. Morfologia y estructura del virion

Coronavirus tiene una forma aproximadamente esférica y moderadamente
pleomérfica. El virion posee un diametro medio de entre 80 y 120 nm. En su superficie
presenta proyecciones de 17-20 nm, que se ensanchan hasta 10 nm en el extremo
distal. Estas proyecciones se llaman espiculas o peplémeros y corresponden a
trimeros de la glicoproteina S, éstas le dan al virus un aspecto parecido al de una
corona solar, de ahi el nombre de la familia. Algunos coronavirus como MHV y BCoV
poseen proyecciones adicionales formadas por la proteina hemaglutinina esterasa
(HE).

Otra caracteristica distintiva de la familia Coronaviridae es que sus miembros
poseen nucleocapsides de simetria helicoidal. Esta organizacion es tipica de los virus
de ARN de cadena negativa, pero casi todos los virus animales de ARN de cadena
positiva poseen capsides icosaédricas. Sin embargo, en estudios de microscopia
electrénica de viriones de TGEV se ha observado simetria esférica, posiblemente

icosaédrica, en una estructura que sélo adopta una forma de nucleocapside helicoidal
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tras el tratamiento de los viriones con Triton X-100 (Escors et al., 2001; Risco et al.,
1996).

1.2.4.1. Proteinas estructurales

Las proteinas estructurales que componen el viribn se muestran en la Figura

1.1y son:

3b
Rep 1a_Rep1b S 3a EM N 7ytR
+ lﬁb _
AAA Proteinas
i — S R
- uuu

S

]
c
c
c
W N =

n
(=
c
c

clao
-

c
c
c
N o oA
Z=m

Figura 1.1. Estructura del genoma y proteinas del virion de coronavirus. A. Diagrama
esquematico de la estructura del viridn. El viridn esta formado por una envuelta lipidica a la que
se asocian las proteinas estructurales de la espicula (S), de membrana (en sus dos
conformaciones M y M’) y de la envuelta (E). La proteina N se asocia al genoma viral formando
la nucleocapside (NC). B. Representacion del genoma y ARNs subgendmicos del coronavirus
TGEV. Se muestra el conjunto de mensajeros de sentido negativo y positivo producidos en una
célula infectada y el producto obtenido de cada ARN de cadena positiva. Las colas de

poliadeninas y poliuracilos estan representadas por AAA y UUU respectivamente.

» La proteina de la espicula (S). Es la responsable de la unién al receptor celular y
de la fusion de la membrana viral y celular (Collins et al., 1982). Es una proteina
altamente glicosilada que posee un gran peso molecular en un rango de 150 a 200
KDa. Esta proteina se ensambla en trimeros (Delmas y Laude, 1990; Song et al.,
2004) y es una proteina transmembrana. El ectodominio constituye la mayor parte de
la molécula y el dominio transmembrana y el endodominio forman un pequefo
segmento que contiene el extremo carboxilo-terminal (71 o menos de un total de
1.162-1.452 residuos). En la mayor parte del género B y del género y la proteina S
sufre procesamiento por proteasas tipo tripsina del huésped. La protedlisis origina dos

polipéptidos, S1 (con el extremo amino-terminal) y S2 (con el extremo carboxilo-
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terminal), que tienen un tamafo aproximadamente igual. EI dominio S1 es la regién
mas divergente de la molécula. EI modelo de la estructura de la espicula de
coronavirus de Groot et al. (1987) propone que el dominio S1 constituye la porcion
bulbosa de la espicula y la porcién alargada es una estructura helico-helicoidal
formada por la asociacién de monoémeros del dominio S2 por medio de regiones

repetidas de 7 aminoacidos (HR).

» La proteina de membrana (M). Es una glicoproteina y es el constituyente mas
abundante del virion (Sturman, 1977; Sturman et al.,, 1980). Es la responsable de
conferir la forma a la envuelta del virion. Posee un tamafo de 25-30 KDa (221-262
aminoacidos). Es una proteina transmembrana que atraviesa la membrana varias
veces. Esta proteina expone su domino amino-terminal fuera del virién o en el reticulo
endoplasmatico y esta glicosilado. Por otra parte, su dominio carboxilo-terminal se
localiza en el interior del virion o del citoplasma, junto con la mayor parte de la
molécula (Rottier, 1995).

» La proteina de la envuelta (E). Es un pequeio polipéptido, con un tamafo de 84-
12 KDa (76-109 aminoacidos). Es un componente minoritario del virion y de funcién

incierta.

» La proteina de la nucleocapside (N). Tiene un tamafno de 43-50 KDa y junto con
el genoma compone la nucleocapside. Se une al ARN genémico como las cuentas de
un rosario (Laude y Masters, 1995). Ademas de su funciéon estructural se han
propuesto una serie de actividades potenciales. Se postula que participa en la
transcripcion viral (Baric et al., 1988; Choi et al., 2002; Stohiman et al., 1988). Esta
actividad deber ser moduladora pero no esencial. También se ha aventurado que la
proteina N se une a la secuencia lider del ARN para lograr la traduccion preferente de
los ARNm virales (Tahara et al.,, 1994; Tahara et al., 1998), aunque los datos que
apoyan esta hipotesis son todavia incompletos. Por ultimo, también se ha observado
que la proteina N incrementa la eficacia de la replicacion de ARNs gendémicos o de
replicones en los sistemas de genética reversa, en los cuales la infeccion viral se inicia
desde un ARN viral modificado genéticamente (Almazan et al., 2004; Schelle et al.,
2005; Thiel et al., 2001a; Yount et al., 2002). Este hecho puede ser indicativo de un
papel directo de la proteina N en la replicacion, aunque también es posible que la
mejora se deba a la continua traduccion de un complejo de la replicasa limitado.
Recientemente se ha demostrado que la proteina N del virus TGEV y SARS-CoV

posee actividad chaperona de ARN (Zuniga et al.,, 2007). La presencia de esta
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actividad en dos grupos diferentes puede indicar que ésta sea comun a todos los

grupos.

Todos los genomas de coronavirus contienen ORFs adicionales en un amplio
rango de configuraciones. Estos genes “extra” que codifican para proteinas no
estructurales (nsp), se situan entre los genes estructurales con distribuciones muy
diversas. Estos genes varian desde tan poco como uno (por ejemplo PEDV y HCoV-
NL63) hasta ocho genes (SARS-CoV). Muchos de estros genes accesorios requieren

mecanismos de traduccién no estandar para su expresion (Liu et al., 1991).

El origen de estos genes es incierto. Se ha especulado que se han adquirido
horizontalmente de fuentes celulares o virales heterélogas, pero soélo existen
evidencias para los genes 2 (HE) y 2a del género B. La mayoria de los genes
accesorios no presentan homologia con secuencias virales o celulares de bases de
datos. Por tanto, es concebible que muchos de estos genes hayan evolucionado en

coronavirus individuales por degeneracion de ORFs del propio genoma del virus.

Algunos genes accesorios codifican funciones “lujosas” para sus respectivos
virus y otros pueden ser ancestros genéticos. En todos los casos examinados los
genes de proteinas accesorias no son esenciales para la replicacion en cultivo celular,
por ejemplo el gen 7 de TGEV (Ortego et al., 2003). De forma similar, algunos genes
de proteinas accesorias no parecen jugar ningun papel en la infeccion del hospedador
natural. Sin embargo, la interrupcién del gen 7 de TGEV reduce enormemente la
replicacion viral en el pulmén e intestino de cerdos infectados (Ortego et al., 2003). En
una aproximacién contraria, la insercibn mediante ingenieria genética del gen 6 del
SARS-CoV potencié considerablemente la virulencia de una variante atenuada del
MHV (Pewe et al., 2005).

1.2.4.2. Genoma

El genoma de coronavirus esta formado por una unica molécula de ARN de
cadena simple y de sentido positivo. Debido a ello, el ARN genémico de coronavirus
es infeccioso cuando se transfecta a células hospedadoras permisivas, como ocurre
con todos los virus de ARN de sentido positivo. El genoma posee multiples funciones
durante la infeccién. Inicialmente actia como un ARNm que se traduce en el enorme
complejo poliproteico de la replicasa, la sintesis completa del cual requiere un evento

de cambio de pauta de lectura (la replicasa es el unico producto derivado del genoma,
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todos las demas ORFs se expresan desde ARNs subgendémicos). EI genoma también
funciona como molde para la replicacién y transcripcion. Finalmente, el genoma
participa en el ensamblaje, cuando los genomas generados en el curso de la infeccion

se incorporan en la progenie viral.

El genoma se parece estructuralmente a la mayoria de ARNm eucariéticos en
que posee una estructura cap en su extremo 5 y una cola de poliadeninas en su
extremo 3'. A diferencia de la mayoria de ARNs eucariéticos el genoma de coronavirus
es extremadamente grande. De hecho, el genoma de coronavirus se halla entre las
moléculas de ARN mas grandes conocidas en biologia. Otra diferencia con los ARNm
eucaridticos es que contiene multiples ORFs. El primer gen comenzando por el
extremo 5’ es el gen que codifica para la replicasa viral y constituye dos tercios del
genoma, el tercio restante del genoma esta compuesto por los genes de las cuatro
proteinas estructurales agrupados hacia el extremo 3’ y los genes de proteinas
accesorias. El orden invariable de los genes en todos los miembros de la familia de
coronavirus es 5’-replicasa-S-E-M-N-3’. No obstante, la modificacién por ingenieria
genética del orden génico del genoma de MHV es completamente tolerado por el virus
(de Haan et al., 2002). Esto implica que aunque el orden nativo de los genes en la
familia Coronaviridae se haya fijado tempranamente en la evolucién, éste no es
esencial funcionalmente. En los extremos del genoma se encuentran las regiones no
traducibles (UTR), en el extremo 5 miden de 210 a 530 nucledtidos y de 270 a 500
nucledtidos en su extremo 3’. Las regiones no codificantes entre las ORFs son
generalmente bastante pequefias y en algunos casos existe un pequefio solapamiento
entre ORFs adyacentes. Existen ademas uno o0 mas genes accesorios intercalados

entre los genes de las proteinas estructurales.

1.2.5. Ciclo celular de coronavirus

La infeccién por coronavirus comienza con la unién de los viriones al receptor
celular (Figura 1.2). Esta union inicia una serie de eventos que culminan con la
liberacion de la nucleocapside en el citoplasma de la célula infectada, donde el
genoma viral esta disponible para su traduccion. El genoma funciona como el primer
ARNm de la infeccion ya que es de sentido positivo y se traduce en el enorme
complejo de la replicasa. Este complejo usa el genoma como molde para la sintesis de
los genomas de la progenie y de un conjunto de ARNm subgendémicos por medio de
un intermediario de cadena negativa (Baric y Yount, 2000; Sethna et al., 1991; Sethna
et al., 1989).
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Figura 1.2. Ciclo infectivo de coronavirus. Se representa un esquema del ciclo infectivo de
coronavirus, enfatizando los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion. RE: Reticulo

Endoplasmatico. AG: Aparato de Golgi.
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La traduccion de los ARNm subgendmicos da lugar a las proteinas
estructurales y accesorias. Las proteinas estructurales que unen a membrana, M, S 'y
E, se insertan en el reticulo endoplasmatico, desde alli transitan al compartimento
intermedio entre el reticulo y el Golgi (ERGIC). Simultdaneamente se va formando la
nucleocapside como resultado de la encapsidacion de los genomas de la progenie por
la proteina N. Las nucleocapsides formadas se fusionan con los componentes que
unen a membrana en vesiculas o sacos del Golgi. Durante la infecciéon de algunos
coronavirus, pero no de todos, una fraccion de la proteina S que no se ensambla en
los viriones alcanza la membrana plasmatica en ultima instancia. En la superficie
celular, la proteina S puede causar la fusidn de una célula infectada con la adyacente
no infectada, conduciendo a la formacién de grandes sincitios multinucleados. Esta
unién posibilita la diseminaciéon de la infeccién independientemente de la accion del

virus extracelular y, por tanto, es un medio para escapar del sistema inmunitario.

1.2.5.1. Entrada

El emparejamiento de coronavirus con su correspondiente receptor celular es
generalmente especifico de especie, aunque algunos coronavirus son capaces de
transmitirse esporadicamente entre especies, como por ejemplo el BCoV (Saif, 2004) y
SARS-CoV.

La interaccion entre la proteina S y su receptor celular constituye el principal,
sino el unico, determinante de tropismo de especie y de tejido. Esta proteina posee
dos porciones: S1y S2. S1 es la parte mas variable de las dos porciones y es la parte
que une al receptor. Parece ser que cada coronavirus usa regiones diferentes de S1.
La unién al receptor desencadena un cambio conformacional dando como resultado
que la porcién mas conservada de la espicula, S2, medie la fusion entre el virion y la
membrana celular. EI cambio conformacional en S2 se puede mimetizar en ausencia
de receptor en un medio con un pH alcalino suave, el cual induce un estado

fusogénico en S2 (Zelus et al., 2003).

La proteina S de coronavirus es una proteina de fusion viral de tipo |
funcionalmente similar a las proteinas de fusion de virus de ARN filogenéticamente
distantes como virus influenza, VIH y virus Ebola (Bosch et al., 2003). El dominio S2
de coronavirus, al igual que sus homélogos virales, contiene dos regiones repetidas de
7 aminoacidos separadas entre si, HR1 y HR2. El péptido de fusién se halla antes de

HR1 y el dominio transmembrana se encuentra inmediatamente detras de HR2.
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Mutaciones en estas regiones de la proteina S del virus MHV inhiben o impiden la
fusion (Luo et al., 1999; Luo y Weiss, 1998). La proteina S de coronavirus, a diferencia
de sus homologos virales, no requiere protedlisis para ser fusogénica ya que contiene
un péptido de fusién interno. EI cambio conformacional mediado por el receptor en S1
y la disociacion entre S1 y S2 inicia una reorganizacion en el trimero S2. Esta
reorganizacion expone un péptido de fusion que interactia con la membrana celular
del hospedador. El resultado es la yuxtaposicion de las membranas celulares y virales
en una proximidad suficiente para permitir la mezcla de las bicapas lipidicas y la

liberacion de los contenidos del virién al citoplasma.

1.2.5.2. Ciclo replicativo

La replicacién y transcripcion de coronavirus se basan en la sintesis del ARN
gendémico y de moléculas de ARN mensajero. La replicacién de coronavirus origina
una copia del genoma de ARN de tamafio completo, mientras que la transcripcion
conduce a la produccion de un conjunto anidado de ARNm subgenémicos de varios
tamanos (Pasternak et al., 2006). Esta sintesis de ARN se produce por un mecanismo
complejo y comprendido parcialmente, fases del cual implican interacciones entre

segmentos distantes del genoma (Lai y Cavanagh, 1997; Lai y Holmes, 2001).

Cada ARN subgendmico de sentido positivo sirve como un mensajero para
cada una de las ORFs que se hallan hacia el extremo 3’ de la ORF de la replicasa.
Todos los ARNs subgendmicos de sentido positivo comienzan por la secuencia lider,
que comprende entre 65 y 98 nucledtidos y que es idéntica al extremo 5’ del genoma.
Después de ésta se une el cuerpo del ARN subgendmico, que tiene una secuencia
idéntica al extremo 3 del genoma, de modo que cada ARNm incluye al
inmediatamente anterior de menor tamafo mas un gen adicional en el extremo 5’. Al
final, los ARN subgenémicos forman un conjunto anidado en 3'. Este conjunto anidado,
con o sin la secuencia lider, es una caracteristica definitoria del orden Nidovirales
(Enjuanes et al., 2000b). Las regiones de separacion entre la secuencia lider y el
cuerpo del ARN subgendmico se denominan sehales reguladoras de la transcripcion
(TRS). Estas son pequefias secuencias idénticas, o casi, al extremo 3 de la
secuencia lider. Estas secuencias estan bien conservadas dentro de cada grupo de
coronavirus. Pero no todas las TRS en un virus dado se ajustan exactamente a la
secuencia consenso; cada TRS individual varia en un niumero de bases que le son
permitidas. Los ARNm acaban en una regién no traducible, al final de ésta en 3’ se

encuentran dos estructuras esenciales funcionalmente para la replicacion. La primera
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es una estructura en forma horquilla (Goebel et al., 2004; Hsue et al., 2000; Hsue y
Masters, 1997) y la segunda es un pseudonudo (Goebel et al., 2004; Williams et al.,
1999). Se ha postulado que configuran un interruptor molecular que es operativo en
algunos estadios de la sintesis del ARN, aunque la diana de su posible regulacion aun
no se ha identificado (Goebel et al., 2004). Estas dos estructuras se han hallado en
miembros del género 3, pero en el género a sblo se ha encontrado la estructura de

pseudonudo, que esta altamente conservada (Williams et al., 1999).

El ARN subgendmico de sentido negativo es aproximadamente de una décima
a una centésima parte tan abundante como su contrario. Este posee una organizacion
complementaria al genoma, incluyendo un tramo de oligouracilos en su extremo 5’

(Hofmann y Brian, 1991) y un anti-lider en el extremo 3’ (Sethna et al., 1991).

Desde los primeros estudios esta claro que los ARN subgendémicos se forman
por un proceso cotranscripcional discontinuo y no por un proceso de “splicing” de un
precursor genomico de tamafo completo (Jacobs et al., 1981; Stern y Sefton, 1982).

Existen dos modelos de transcripcién (Figura 1.3):
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Figura 1.3. Modelos de transcripcion en coronavirus. Se han propuesto dos mecanismos
para la transcripcion de coronavirus. A. Transcripcion primada por lider. A partir de la cadena
negativa se sintetiza el lider de polaridad positiva hasta la sintesis de la TRS adyacente.
Entonces, el complejo de trascripcion se disocia y la secuencia lider hibrida en una secuencia
complementaria a la TRS presente en el ARN de longitud completa y polaridad negativa,
completandose la sintesis del ARNm correspondiente. B. Transcripciéon discontinua de la
cadena negativa. La sintesis de la cadena negativa se inicia desde el extremo 3’ del ARN
gendmico. La elongacion ocurre hasta la secuencia TRS, entonces el complejo de replicacion
se detiene, se desprende y posteriormente hibrida con el extremo 3’ de la secuencia lider para
completar la sintesis de una copia negativa del ARNm. Este ARN de sentido negativo sirve

después como molde para la sintesis continua del ARNm correspondiente
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. Transcripcion primada por lider. Los ARN subgendmicos se generan durante la

sintesis de la cadena de sentido positivo. Se ha propuesto que la polimerasa
realiza una pausa cerca del final de la secuencia lider y se separa con el ARN lider
naciente libre. A este paso le sigue la hibridacion del ARN lider a la secuencia
complementaria de un TRS en una porcién interna del molde de cadena negativa,
desde donde el ARN naciente es entonces elongado (Lai, 1986). La eficacia de la
fusién de un TRS no viene mediada sélo por el emparejamiento de bases, por
debajo de un umbral minimo de emparejamiento de bases otros factores
predominan. Tiene importancia el contexto de la secuencia local de la TRS y la
posicion de la TRS con relacion al extremo 3’ del genoma (Joo y Makino, 1995;
Krishnan et al.,, 1996; Ozdarendeli et al., 2001; van Marle et al.,, 1995). Un
refinamiento de esta idea es que la fusion de la secuencia lider al cuerpo del ARN
subgendmico resulta de una sintesis casi continua a través de dos porciones
distantes de un molde con forma de lazo, las cuales se juntan por interacciones

ARN-proteina y proteina-proteina (Lai et al., 1994; Zhang et al., 1994).

Transcripcion discontinua durante la sintesis de ARN de la cadena negativa.
Es la teoria mas reciente, que retiene la nocion de molde en lazo. Apoya un
mecanismo en el que el paso discontinuo en la sintesis de ARN subgendémico
ocurre durante la sintesis de ARN de la cadena positiva (Sawicki y Sawicki, 2005;
Sawicki et al., 2007). En este modelo la polimerasa viral comienza desde el
extremo 3’ de una hebra del genoma y cambia de hebra en una TRS interna y
continua la sintesis en la secuencia de la TRS homologa del extremo 3’ del ARN
lider gendmico. EI ARN subgendmico resultante de cadena negativa, en asociacion
con el ARN gendmico de sentido positivo, funciona entonces como molde para la
sintesis de multiples copias del correspondiente ARN subgendmico. Esta nueva
vision se fundamenta en el descubrimiento de los ARN subgendémicos de cadena
negativa (Sethna et al., 1989) y en la demostracién de que no se puede detectar
en células infectadas ARN lider libre (Chang et al., 1994). La mayoria, aunque no
todos, de los trabajos bioquimicos subsiguientes apoyan el argumento de que las
especies de ARN subgenémicos de sentido negativo son cinéticamente
competentes para funcionar como moldes para los ARN subgendmicos de sentido
positivo. Actualmente existe un consenso amplio para coronavirus, pero no
universal, que tanto la replicacién como la transcripcion se inician con la sintesis
de ARN de sentido negativo. Futuros trabajos deben elucidar los detalles del

cambio de hebra.
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El mecanismo de transcripcion aceptado actualmente en el orden Nidovirales
se basa fundamentalmente en el trabajo de Pasternak et al. (2001) en Arterivirus, los
trabajos de Zuniga et al. (2004) y Sola et al. (2005) en Coronavirus y el trabajo de
Smits et al. (2005) en Torovirus. El proceso de transcripcidén en coronavirus implica
una sintesis discontinua del ARN, ésta se produce durante la extensién de las copias
negativas de los ARNm subgendmicos. Este proceso esta regulado por las TRS que
preceden a cada gen. Se ha propuesto un modelo de transcripcién en coronavirus que
implica tres pasos (Enjuanes et al., 2006): la formacién de complejos 5-3’ en el ARN
gendmico, el emparejamiento de bases de la cadena de ARN negativo naciente por el
TRS lider y el intercambio de hebra durante la sintesis de la cadena negativa para

completar el ARN subgendémico de cadena negativa.

Una caracteristica importante para la sintesis de ARN de la familia de
coronavirus es la alta tasa de recombinacion homologa y no homologa en el ARN. En
MHV la recombinacién tiene lugar a lo largo de todo el genoma y se ha estimado una
frecuencia de un 1% por cada 1’3 Kb (casi el 25% considerando el genoma completo),
que es la tasa mas alta observada para cualquier virus de ARN (Baric et al., 1990). Se
piensa que la recombinacién es resultado de un mecanismo de eleccion de copia,
descrito originalmente para poliovirus (Kirkegaard y Baltimore, 1986). En este modelo
la polimerasa viral, con la cadena de ARN naciente intacta, se separa de una cadena y
continua la elongacién en una posicién idéntica, o muy similar, de la otra cadena. Se
ha propuesto como alternativa que la transferencia de la cadena puede resultar de un
mecanismo procesivo que no requiere la disociacion de la polimerasa (Jarvis y
Kirkegaard, 1991). Se ha demostrado que los sitios de recombinacién son aleatorios
(Banner y Lai, 1991). También se ha propuesto una forma de recombinacién no
homodloga que ocurre entre el ARN gendmico y subgendmico y proviene del colapso
del complejo de transcripcion durante la transcripcion discontinua de la cadena
negativa (Kuo y Masters, 2002). Tal interrupcion, seguida por una reanudacion de la
sintesis del antigenoma deberia dar lugar a una copia parcial de la secuencia lider
incrustada en un punto interno del genoma, cerca de la union entre dos genes. Los
eventos de colapso transcripcional pueden haber sido un factor significativo en la
evolucién de coronavirus. Es probable que la recombinacidn no homodloga sea el

mecanismo de adquisicidn de varios genes de proteinas accesorias.
El complejo de la replicasa esta codificado por el primer gen del genoma y lleva

a cabo los intrincados procesos de la replicacion y transcripcion viral del ARN. Este

enorme gen ocupa aproximadamente dos tercios del genoma y contiene dos ORFs, 1a
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y 1b. Entre ambas existe un pequefio solapamiento de 43 nucledtidos, y la segunda
ORF posee una pauta de lectura -1 con relacion a la primera. La expresién completa
de estas dos ORFs depende de un cambio de pauta de lectura ribosémico
programado, ya que no existen ARN subgendmicos que puedan funcionar como un
ARNm para la ORF 1b. Ademas, esta organizacion existe para todos los coronavirus,
por tanto, se ha propuesto que éste es el mecanismo para la expresion de la ORF 1b.
Se ha cuantificado una incidencia del 25-30% en el sistema de IBV (Brierley et al.,
1989). La eficacia en células infectadas se ha cuantificado todavia y también se
desconoce si el valor es constante a lo largo de la infeccién. La razon por la cual los
coronavirus emplean este mecanismo como estrategia de expresion génica esta poco
definida actualmente. La explicacién mas comun es que, al igual que en los retrovirus,
este mecanismo facilita una proporcién fija de productos de traduccion. Ademas estos
productos se hallan en una proximidad que es necesaria para el ensamblaje en un
complejo macromolecular. También se ha especulado que evita la expresién de
productos enzimaticos de la ORF 1b hasta un estadio y un ambiente celular

adecuados para los productos de la ORF 1a.

El resultado final de la traduccion, teniendo en cuenta el cambio de pauta de
lectura del gen de la replicasa, es la sintesis de dos grandes poliproteinas, pp1a y
pp1b, cuyo tamano varia entre 440-500 KDa y 740-810 KDa, respectivamente. Estas
dos proteinas son procesadas cotraduccionalmente por dos o tres actividades
proteinasas que contienen internamente. Los productos finales del corte auto-
proteolitico son 16 proteinas no estructurales, denominadas de la nsp1 a la nsp16.
Actualmente se cree que existe una correspondencia entre el orden en el genoma de
las actividades codificadas por los genes de la replicasa y el programa temporal de la
infeccién. Los productos de pp1a parecen funcionar para preparar a las células para la
infeccién y el ensamblaje de la maquinaria para la sintesis del ARN. Los productos de

pp1ab llevan a cabo la verdadera catalisis de la replicacion y transcripcion del ARN.

1.2.5.3. Empaquetamiento del genoma

De las diferentes especies de ARN viral sintetizadas durante la infeccion, tanto
de sentido positivo como negativo, sélo se incorpora en el virién el ARN gendémico de
sentido positivo. Los diferentes miembros de la familia lo consiguen con distintos
grados de rigor. Algunos coronavirus contienen cantidades significativas de ARNm
subgendmico en el virién, en algunos casos en cantidades molares que exceden al
ARN gendmico, por ejemplo TGEV (Sethna et al., 1991; Sethna et al., 1989), BCoV
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(Hofmann et al., 1990) e IBV (Zhao et al., 1993). En cambio, en los viriones de MHV
purificados se ha hallado exclusivamente ARN gendémico (Makino et al., 1990). Como
cabria esperar, la secuencia que especifica el empaquetamiento selectivo del ARN
genomico se encuentra en una regién del genoma que no se halla en cualquiera de los
ARNmM subgendmicos. Esta secuencia es relativamente pequefia (Makino et al., 1990;
van der Most et al., 1991). Para TGEV la sefial de empaquetamiento se localiza en el
gen de la replicasa en la regién de 100-649 nucleétidos del extremo 5 del genoma
(Escors et al., 2003).

La encapsidacion es el proceso de formacion de la nucleocapside, es decir, la
union cooperativa de la proteina N al ARN viral. El empaquetamiento es la
incorporaciéon de la nucleocapside en los viriones. En los virus envueltos los dos
procesos no son necesariamente el mismo. En coronavirus es l6gico asumir que la
encapsidacion se inicia por la proteina N, de hecho se ha demostrado “in vitro” la unién
especifica de la proteina N de MHV a la sefal de empaquetamiento del ARN
(Molenkamp y Spaan, 1997). No obstante, también se ha visto que existe una
interaccion especifica entre la proteina N de MHV vy el lider del ARN, que se localiza
en el extremo 5 del ARN gendmico y subgenémico (Nelson et al., 2000; Stohlman et
al., 1988). Aun no esta claro si esta union especifica de secuencia representa un paso
de nucleacién que conduce a la encapsidacion por multiples monémeros de N en
ultima instancia. La union de N a la secuencia lider parece ser incoherente con la
especificidad del empaquetamiento, pero es consistente con la observacion de que
anticuerpos anti-N coinmunoprecipitan tanto ARN gendmicos como subgendmicos en
células infectadas con MHV o BCoV (Baric et al.,, 1988; Cologna y Hogue, 2000;
Narayanan et al., 2000). Una posible resolucion de esta paradoja proviene del hallazgo
del papel de la proteina M en la especificidad del empaquetamiento. Anticuerpos frente
a la proteina M de MHV coinmunoprecipitan la fraccion de la proteina N que une al
ARN genoémico, pero no la que esta unida al ARN subgenémico (Narayanan et al.,
2000). Ademas, estas interacciones especificas entre M y N dependen de la presencia
de la senal de empaquetamiento de MHV (Narayanan y Makino, 2001). Hay que tener
en cuenta que el trabajo de Narayanan et al. (2003) propone que la seleccion de la
sefal de empaquetamiento la realiza la proteina M. En dicho trabajo, VLPs de MHV
formadas por las proteinas M y E, pero sin la proteina N, incorporaban moléculas de
ARN heterdlogo sélo sin contenian la sefial de empaquetamiento de MHV. Si este
descubrimiento se generalizara para todos los coronavirus significaria que la proteina

M organiza cada interaccién individual necesaria para el ensamblaje del virién.
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1.2.5.4. Ensamblaje de las particulas virales

El ensamblaje de los viriones en coronavirus se produce a través de una serie
de interacciones cooperativas entre el conjunto de proteinas estructurales. Estas
suceden en el reticulo endoplasmatico y el ERGIC. La proteina M interviene en la
mayor parte de estas interacciones, si nho en todas, y se ha llegado a reconocer como
el principal organizador del proceso de ensamblaje. A pesar de su papel dominante, la
proteina M no es suficiente por si sola para la formacién de los viriones. La expresion
independiente de la proteina M no resulta en el ensamblaje en estructuras tipo virion.
En estas circunstancias la proteina M atraviesa la via secretora hasta el trans-Golgi
donde forma grandes complejos insolubles a los detergentes (Masters, 2006). Por el
contrario, los coronavirus geman en un compartimento proximo, el ERGIC. El
desarrollo de VLPs para coronavirus ha conducido a la identificacion de la proteina E
como el factor que junto con la proteina M determina el lugar de ensamblaje del virién
y la gemacion. En el caso de MHV, la coexpresion de las proteinas M y E, es
necesaria y suficiente para la formacién de las VLPs (Bos et al., 1996; Vennema et al.,
1996). Las VLPs resultantes son morfolégicamente idénticas a los viriones (sin las
espiculas) y se liberaban desde las células por una via similar a la usada por los
viriones. Sorprendentemente, ni la proteina S ni la nucleocapside son necesarias para
la formacion de VLPs. Estos resultados se han generalizado para los coronavirus de
los tres grupos. Las VLPs contienen muy poca proteina E, por lo que se asume que las
interacciones laterales entre los monémeros de la proteina M es la fuerza que dirige la

formacion de la envuelta del virion (de Haan et al., 2000).

La proteina S tiene un papel pasivo en el ensamblaje. La expresion
independiente de la proteina S de MHV, FIPV e IBV produce proteina que entra por
defecto en la via secretora y alcanza, finalmente, la membrana plasmatica (Vennema
et al., 1990). Pero lo hace con una cinética mucho menor comparada con la proteina S
que se incorpora en los viriones. Esto ha conducido a la propuesta de que la proteina
S alberga sefales de retencion intracelular que se esconden durante el ensamblaje del
virion (Vennema et al.,, 1990). No obstante, se ha observado que una fracciéon
importante de la proteina S en presencia de la proteina M se retiene en las
membranas intracelulares en ceélulas infectadas con MHV (Opstelten et al., 1995).
Ademads, aunque la proteina S no se requiere para la formacién de VLPs, ésta se
incorpora en VLPs si es coexpresada con las proteinas M y E (Bos et al.,, 1996;
Vennema et al., 1996). También existen indicios de que en algunos casos la proteina

S coopera en su propia captura. La incorporacion de la proteina S en una especie
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particular esta determinada exclusivamente por la presencia del dominio
transmembrana y endodominio de la proteina S de la especie. La fuente del
ectodominio no importa. El trabajo de Ye et al. (2004) muestra que el ensamblaje
adecuado de la proteina S en el virion se encuentra localizado Unicamente en 38

residuos del endodominio.

La incorporacion de la nucleocapside depende de la proteina M. En los viriones
de TGEV la interaccién entre la proteina M y la nucleocapside se ha localizado en un
segmente de 16 residuos adyacentes al extremo carboxilo-terminal de la proteina M
(Escors et al.,, 2001). En el caso de MHV, la interaccion se ha demostrado
construyendo un mutante defectivo con una deleccién en el extremo carboxilo-terminal
(Kuo y Masters, 2002). Se encontraron reversiones secundarias localizadas en los
extremos carboxilo-terminal de las proteinas M y N que aumentaron el "fitness" viral.
También se realizaron mutaciones en el extremo carboxilo-terminal de la proteina N
que originaron mutantes fenotipicamente parecidos al mutante anterior (Hurst et al.,
2005).

Se ignora el papel jugado por la proteina E en el ensamblaje comparado con
las funciones patentes del resto de proteinas estructurales. El descubrimiento de la
naturaleza esencial de la proteina E en la formacion de VLPs ha hecho especular que
la baja cantidad de proteina E en los viriones y VLPs indica una funcion catalitica mas
que estructural. La proteina E podria inducir la curvatura de la membrana en el ERGIC
o pellizcar el cuello de la particula viral en el estadio final del proceso de gemacion
(Vennema et al., 1996). Sorprendentemente, se puede deleccionar enteramente el gen
E del genoma de MHV y los mutantes resultantes son soélo viables minimamente,
comparados con el virus silvestre (Kuo y Masters, 2003). Esto indica que en MHV la
proteina E es importante, pero no absolutamente esencial para el ensamblaje del
virién. Por el contrario, en TGEV la eliminacién del gen E es letal. Sélo se pueden
recuperar virus viables si la proteina E se proporciona en trans (Curtis et al., 2002;
Ortego et al., 2002). Esta discordancia puede senalar una diferencia morfogénica entre
los coronavirus de los géneros a y B. Una explicacion alternativa es que la proteina E
tenga multiples actividades, una de las cuales seria esencial para el género a pero en
gran parte prescindible para el género B. Aun no se dispone de una informacion
suficientemente completa de la proteina E para comprender la funciéon de esta
minuscula molécula. Una de las cuestiones mas intrigantes es si la proteina E necesita
interactuar fisicamente con la proteina M, o si puede hacerlo a distancia. Si la proteina

E tiene multiples funciones, quizas ambas posibilidades sean plausibles.
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1.2.6. TGEV

El virus TGEV es el agente causal de la gastroenteritis porcina transmisible. El
virus accede al animal por via oral y después de un periodo de incubacion de entre 18
y 72 horas causa sintomatologia clinica. Esta enfermedad es muy contagiosa pero la
gravedad y mortalidad varian con la edad. La tasa de mortalidad en lechones es muy
elevada, con una estimacion del 60 al 80% en lechones menores de 14 dias que
sufren la infeccién (Saif y Sestak, 2005). La enfermedad en lechones cursa con
vomitos y diarrea grave que provocan deshidratacién, pérdida rapida de peso y
finalmente la muerte en 2 a 5 dias después de la infeccion. En cerdos jovenes de 2 a 8
semanas la enfermedad es menos grave, provocando retraso en el crecimiento, y se
estima que la tasa de mortalidad es del 10-20%. En animales adultos la enfermedad
muestra los sintomas de inapetencia y diarrea, que perdura sélo de 2 a 4 dias, con
una mortalidad inferior al 5% (Hill, 1989).

El virus replica en células epiteliales del tracto entérico y respiratorio de
lechones recién nacidos y en la glandula mamaria de cerdas en periodo de lactancia,
que pueden transmitir el virus a la descendencia a través de la leche. El virus también
puede infectar a células de otros 6rganos, pero la susceptibilidad varia en funcién de la
dosis viral, del tipo de cerdo (normal con ingestién de calostro, privado de dicha
ingestion o gnotobiodtico), de la temperatura y de la edad del animal, entre otros

factores (Enjuanes y Van der Zeijst, 1995).

El principal reservorio de la enfermedad es el cerdo. Los principales
responsables de la transmisidn del virus a animales jéovenes son los animales de

engorde y las cerdas lactantes.

1.2.7. Sistemas de expresion en coronavirus

Los coronavirus tienen varias ventajas para su uso como vectores sobre otros

sistemas de expresion viral (Enjuanes et al., 2003):

1. Son virus de ARN de cadena simple que replican en el citoplasma sin un ADN
intermediario, siendo improbable la integracion del genoma viral en el cromosoma
de la célula hospedadora (Lai y Cavanagh, 1997).

2. Estos virus tienen el mayor genoma de los virus con genoma de ARN vy, en
principio, permiten la insercién de genes foraneos grandes (Enjuanes et al., 2000a;
Masters, 1999).
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3. Dado que los coronavirus infectan las superficies mucosas, tanto respiratorias
como entéricas, pueden ser usados para dirigir el antigeno a las areas respiratorias
y entéricas para inducir una intensa respuesta inmunitaria local (Enjuanes y Van
der Zeijst, 1995).

4. La virulencia se puede atenuar mediante la deleccion de genes no esenciales para
la replicacion (McGoldrick et al., 1999; Ortego et al., 2003).

5. Se puede modificar su tropismo, tanto de especie como de tejido, por la
manipulacién de la proteina de la espicula (Ballesteros et al., 1997; Kuo et al.,
2000; Leparc-Goffart et al., 1998; Sanchez et al., 1999).

6. Se dispone de cepas de coronavirus no patégenas que infectan a la mayoria de las
especies de interés (humana, porcina, bovina, canina y felina).

7. Se pueden expresar diferentes genes heterélogos debido a su estrategia de
expresion génica (Alonso et al., 2002b; Curtis et al., 2002; Sola et al., 2003).

8. Existen clones de ADNc infectivos de coronavirus disponibles para disefar
sistemas de expresién (Almazan et al., 2000; Thiel et al., 2001a; Yount et al.,
2000).

Estudios futuros podran mejorar los vectores basados en coronavirus mediante
la optimizacion de los niveles de expresion, la identificacion de genes no esenciales
(que puedan ser deleccionados para aumentar la capacidad de clonaciéon) y el

incremento de su bioseguridad (Enjuanes et al., 2005).

Se han desarrollados dos sistemas para la expresion de genes heterélogos en
coronavirus: uno basado en un sistema de dos componentes y otro basado en el uso

de genomas unicos.

1.2.7.1. Sistemas de expresion dependientes de virus auxiliar

Es un sistema basado en dos componentes: el virus auxiliar y un minigenoma
defectivo derivado de éste que contiene el gen heterdlogo. El minigenoma es incapaz
de codificar la replicasa y las proteinas estructurales, y es el virus auxiliar el que
proporciona las secuencias necesarias en trans para la replicacion y encapsidacién del
genoma defectivo. Este sistema tiene la ventaja de permitir una gran capacidad de
clonacion, superior a 26 Kb, que resultan de la diferencia entre el tamafo del genoma
completo (unas 30 Kb) y el genoma defectivo (< 4 Kb). El principal inconveniente de
este sistema es su inestabilidad, puesto que el minigenoma se elimina con relativa

facilidad al depender de la replicacion del virus auxiliar.
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Se han utilizado minigenomas de ARN defectivos para producir proteinas
heterdlogas en los 3 géneros de coronavirus. En el género a se han desarrollado
vectores basados en MHV que expresan los genes de la cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT) (Liao y Lai, 1994; Lin y Lai, 1993), de la hemaglutinina esterasa (Liao et al.,
1995) y del interferén y (Zhang et al., 1997). En el género B se ha utilizado ARN
defectivo de TGEV para expresar el gen de la pB-glucoronidasa (GUS) (Alonso et al.,
2002a; lzeta et al., 1999) y el gen de la ORF5 del virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRSV) (Alonso et al., 2002b). Por ultimo, basado en IBV, que
pertenece al género y, se han expresado los genes CAT (Stirrups et al., 2000),

luciferasa (LUC) (Evans et al., 2000) y el interferén y de pollo (Hackney et al., 2003).

La estabilidad de la expresiéon de ARNs defectivos basados en MHV se
mantiene durantes los 2 o 3 primeros pases en cultivo si estos minigenomas no llevan
la sefal de empaquetamiento o si el gen es toxico. Por el contrario, la expresion
partiendo de ARNs defectivos de TGEV, que incluye la sefal de empaquetamiento del

ARN, se mantiene al menos durante 10 o 20 pases (Izeta et al., 1999).

Los niveles de expresion utilizando minigenomas basados en TGEV se sitian
en 1 pg por 10° células para la expresiéon del gen GUS, aunque ésta se puede
incrementar a 2-8 pg por 10° células empleando un sistema de amplificacién en dos
pasos (el primero basado en la amplificaciéon de los minigenomas en el nucleo de la
célula hospedadora al incluir el promotor de citomegalovirus (CMV) y el segundo
mediante la transcripcion del ARNm del gen heterdlogo en el citoplasma utilizando la
replicasa del virus). Minigenomas basados en IBV han producido niveles de expresion
de 1-2 pg por 10° células. No se han cuantificado los niveles de expresién para

vectores basados en MHV.

1.2.7.2. Sistemas de expresion de genoma unico. Genética reversa

Hace mas de 20 afos se establecieron los antecedentes para realizar genética
reversa con virus de ARN de sentido positivo (la transcripciéon de un ARN infeccioso a
partir de una copia de ADNc de longitud completa del genoma viral) para poliovirus
(Racaniello y Baltimore, 1981). No obstante, hasta ahora ha habido grandes
obstaculos para su aplicacion en coronavirus. Soélo recientemente ha sido posible
aplicar este sistema, debido a la necesidad de superar un gran numero de

limitaciones. Las mas notables son las derivadas del enorme tamafio del genoma y la
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alta inestabilidad de diversas regiones del gen de la replicasa cuando se han

propagado como un ADNc clonado en E. coli.

El primer sistema de genética reversa para coronavirus desarrollado para
sortear estas barreras es la recombinacion dirigida del ARN (Masters, 1999; Masters y
Rottier, 2005). Este método se aprovecha de la alta tasa de recombinaciéon homéloga
del ARN en coronavirus. En células infectadas con el virus parental que va recibir la
secuencia heterdloga se introduce un minigenoma defectivo que contiene el gen de
interés. Este virus parental debe poseer alguna caracteristica que pueda ser
seleccionada en contra. Posteriormente, se identifica a los mutantes recombinantes
que surgen en la progenie viral por seleccion negativa del virus parental. El primer
coronavirus utilizado en la recombinacién dirigida del ARN fue el MHV. Como virus
parental se empleé a un mutante clasico que es termolabil debido a una deleccion
interna del gen N (Koetzner et al., 1992; Peng et al., 1995a). Los virus recombinantes,
que se identificaron porque eran los supervivientes de una seleccién por calor, habian
restaurado la regién deleccionada de los virus parentales y a la vez habian adquirido
las mutaciones marcadoras presentes en el ARN donante. La eficacia de este sistema
se incrementd por la incorporacion de elementos en 5 que actuan en cis y que
convierte al ARN donante en un ARN defectivo interfiriente replicativo (DI RNA)
(Masters et al., 1994; van der Most et al., 1992). Las posibilidades de esta técnica se
incrementaron con la adicién de una secuencia gendmica contigua a 3’ en el ARN
donante que permitié el acceso a la genética reversa de todos los genes estructurales
de MHYV finalmente (Fischer et al., 1997a; Fischer et al., 1997b; Peng et al., 1995b). El
alcance y versatilidad de la recombinacion del ARN se potencié substancialmente
como resultado de la construccion de un mutante interespecie de coronavirus, fMHV.
Este virus es una quimera en la cual el ectodominio de la proteina S de MHV se ha
reemplazado por el ectodominio de la proteina S de FIPV (Kuo et al., 2000). Esta
sustitucion da lugar a un virus que ha adquirido la capacidad de crecer en células
felinas y simultaneamente ha perdido la capacidad de crecer en células murinas. Esta
quimera ofrece una ventaja selectiva tremenda en la recombinacion dirigida del ARN.
El uso de fMHV como el virus parental destinatario permite la seleccion de
recombinantes en base a la recuperacion de la capacidad para crecer en células
murinas. Estos recombinantes pueden albergar mutaciones de MHV no letales en las
primeras 10 Kb del extremo 3’ del genoma. Con este método se han aislado
numerosos mutantes, muchos de los cuales poseen fenotipos extremadamente

defectivos.
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A pesar de su valor, la recombinacion dirigida del ARN posee la limitacion de

que solo puede ser usada para realizar ingenieria genética de un tercio del genoma.

La genética reversa con el genoma completo de coronavirus es relativamente reciente

y se ha conseguido a partir de las investigaciones de tres grupos independientes.

Estos grupos han desarrollado sistemas basados en clones de ADNc de longitud

completa usando diferentes estrategias para superar los problemas de inestabilidad

inherentes a los ADNc de coronavirus. Estos sistemas proporcionan la posibilidad del

acceso al gen de la replicasa.

1.

32

Construccion de cromosomas artificiales bacterianos (BACs). En este método
se construyd una copia de ADNc de longitud completa del genoma de TGEV como
un cromosoma artificial bacteriano (Enjuanes et al., 2005). Los coronavirus
infecciosos de ARN se construyeron por un sistema de “lanzadera de ADN”, es
decir, se produjo la transcripcién nuclear “in vivo” por una ARN polimerasa de tipo Il
del hospedador con un promotor de CMV construido por ingenieria genética
(Almazan et al., 2000). La lanzadera de ADN aseguré la formacion de la estructura
cap del ARN viral y evité potenciales limitaciones del sistema que surgen de la baja
eficacia de la transcripcién “in vitro” del ARN gendmico. La secuencia heteréloga se
eliminé del extremo 3’ del ARN transcrito a través de la incorporacion de un
ribozima del virus de ha hepatitis delta. Posteriormente, se consiguid la
estabilizacion del clon del BAC en la bacteria por la insercion de un intrén
eucariético en dos posiciones de la region identificada como téxica del ADNc de
TGEV (Gonzalez et al., 2002). Esto permitié la propagacion estable del BAC al

menos en 200 generaciones bacterianas.

Ligacion “in vitro” de fragmentos de ADNc. EI ADN gendmico de longitud
completa se ha ensamblado por ligacion “in vitro” de ADNc subclonados mas
pequenos y estables (Baric y Sims, 2005). Los ARN infecciosos son transcritos “in
vitro” desde el producto ligado. Las uniones de los fragmentos de ADNc genémicos
subclonados se escogieron para permitir una facil manipulacién para aplicaciones
de mutagénesis dirigida. Y aun mas importante, se dispusieron algunas uniones
entre fragmentos de tal manera que interrumpieran regiones de inestabilidad del
ADNc clonado. Al final se utilizaron siete fragmentos. Para facilitar esta
aproximacion se introdujo la innovacién de encaminar a los fragmentos en un unico
ensamblaje por medio de secuencias protuberantes no simétricas generados por
enzimas de restriccion que cortan a una distancia de las secuencias que

reconocen. Esto aseguré que los fragmentos se conectaran en un orden
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predeterminado en la ligacion, evitando generar productos con reordenaciones.
Originalmente se realizé6 para TGEV (Yount et al., 2000) y posteriormente se
desarrollé para manipular los genomas de MHV (Yount et al., 2002), SARS-CoV
(Yount et al., 2003) e IBV (Youn et al., 2005).

3. Propagacion de ADNc de longitud completa utilizando el virus vacuna como
vector. El ADNc de coronavirus se generd por RT-PCR de largo alcance (“long-
range RT-PCR”) (Thiel et al., 1997), y fue insertado en un unico sitio de restriccion
en el genoma de virus vacuna (Thiel y Siddell, 2005). En este procedimiento el
virus vacuna sirve como un enorme vehiculo de clonacién, en el que el ADNc del
genoma de coronavirus no muestra las inestabilidades encontradas en los
plasmidos de E. coli. Los ARN infecciosos son producidos por transcripcion “in
vitro” del ADN del virus vacuna purificado (Thiel et al.,, 2001a). Se desarrollé6 un
protocolo alternativo con una lanzadera de ADN que lleva a cabo la transcripcion
“in vivo” del ADNCc transfectado por una ARN polimerasa T7 codificada por el virus
de la viruela aviar (Casais et al., 2001). El uso de virus vacuna como vector ha
permitido la manipulacion del clon resultante de ADNc por métodos desarrollados
para la genética reversa de poxvirus. En particular se ha utilizado la seleccion

dominante transitoria para llevar a cabo mutagénesis dirigida (Britton et al., 2005).

Estos métodos se han optimizado con el rescate de virus recombinantes desde
lineas celulares que expresan la proteina N, dado que esta proteina potencia en gran
medida la recuperacion de virus en los tres sistemas de ADNc de longitud completa
(Almazan et al., 2004; Schelle et al., 2005; Thiel et al., 2001a; Yount et al., 2002). En el
caso de poxvirus se ha aplicado a HCoV-229E (Thiel et al., 2001a), IBV (Casais et al.,
2001) y MHV (Coley et al., 2005).

Las dos opciones para los sistemas de genética reversa tienen sus propias
ventajas. Para estudios de genética reversa que impliquen los genes estructurales de
coronavirus o las UTR en 3’, la recombinacién dirigida del ARN es el sistema mas facil
de manipular y tiene el valor de recuperar mutantes extremadamente defectuosos.
Otra ventaja es que se presta bien para estudios que impliquen intercambio de
dominios entre diferentes proteinas (Peng et al., 1995b) o intercambio de elementos
genomicos (Hsue y Masters, 1997). En estos casos el sistema, a través de su propia
seleccion de los lugares de cruzamiento permitidos, puede revelar que sustituciones
son funcionales y cuales letales. Por otra parte, las estrategias de genética reversa a

partir de ADNc de longitud completa proporcionan la capacidad de realizar
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mutagénesis dirigida al gen de la replicasa viral, que es sumamente grande. Se espera
que esta ventaja juegue un papel primordial en el futuro para la comprensién de la
actuacién de la compleja maquinaria de sintesis del ARN. Ademas de los estudios de
biologia molecular, las investigaciones con genética reversa han abierto la puerta al
desarrollo de vacunas para estos virus y sus replicones (Alonso et al., 2002b; Haijema
et al., 2004), sistemas de expresion (de Haan et al., 2005; de Haan et al., 2003) y
vectores de liberacién de genes (Thiel et al., 2001b; Thiel et al., 2003).
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1.3. Rotavirus

1.3.1. Importancia de las infecciones por rotavirus

Las infecciones por rotavirus son la principal causa de gastroenteritis infantil en
el mundo y se calcula que provocan 600.000 muertes anuales, sobre todo en paises
en vias de desarrollo (Figura 1.4), lo que supone el 5% de la mortalidad infantil
(Parashar et al., 2006).

Figura 1.4. Mapa mundial de la estimacién global de muertes causadas por rotavirus.
Cada punto representa 1.000 muertes debidas a la gastroenteritis producida por rotavirus.
Adaptado de Parashar et al. 2006.

Estas infecciones ademas causan 24 millones de consultas médicas
extrahospitalarias y 2’4 millones de ingresos hospitalarios (Glass et al., 2006) (Figura
1.5).
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Mundial
Riesgo CaSOS

1:2.050
1:50

610.000 muertes
2’4 millones de hospitalizaciones

1:5 24 millones de visitas extrahostipalarias

1:1 114 millones de episodios

Unién Europea

Riesgo Casos

1:14.000
1:54

231 muertes
87.000 hospitalizaciones

1.7 700.000 visitas extrahostipalarias

1:1 2’8 millones de episodios

Figura 1.5. Riesgo y carga de la diarrea producida por rotavirus. Hay que destacar que el
riesgo de muerte debido a la infeccion por rotavirus en paises desarrollados como los 25
estados de la Unién Europea es muy bajo. Datos obtenidos de Glass et al. (2006) y Soriano-
Gabarro et al. (2006).
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1.3.2. Estructura y genoma

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y son virus desnudos de simetria
icosaédrica con un tamano de aproximadamente 100 nm de diametro. Su genoma esta
formado por 11 segmentos de ARN bicatenario. Cada segmento gendmico codifica
una proteina, excepto el fragmento 11 que codifica dos proteinas (Estes, 2001). (Tabla
1.2).

Los 11 fragmentos gendmicos codifican un total de 6 proteinas estructurales
(VPs) y 6 no estructurales (NSPs) (Estes y Cohen, 1989) (Figura 1.6). El genoma se
encuentra en el interior de la capside, que esta formada por tres capas proteicas
concéntricas. La capa interna del viridbn esta compuesta por las proteinas VP1, VP2 y
VP3. La capa intermedia la forma una Unica proteina denominada VP6. La capside
externa la integran las proteinas VP7 y VP4, de las cuales VP7 es la mas abundante.
El virion completo se denomina particula de tres capas, las particulas que carecen de
capa externa son llamadas particulas de doble capa y no son infectivas. Y las
particulas que no poseen las dos capas externas son las particulas de una capa o

“cores”.

Se ha desarrollado un modelo de la ultraestructura de la capside gracias a los
estudios de criomicroscopia electronica. En este modelo la capa externa esta formada
por 780 copias de la glicoproteina VP7 (38 KDA) y de 120 copias de la proteina de la
espicula VP4 (88 KDa) (Prasad et al., 1990). Las 780 copias de VP7 se organizan
como 260 trimeros formando una red icosaédrica con simetria T=13. Una
caracteristica exclusiva de rotavirus respecto a los demas miembros de la familia es la
presencia de 132 canales acuosos que comunican las dos capas externas; en estos
canales se insertan 60 espiculas bilobuladas que corresponden a dimeros de VP4
(Prasad et al., 1990; Tihova et al., 2001). Estas espiculas estan unidas a la capa
inferior por un gran domino globular (Shaw et al., 1993; Yeager et al., 1994). Esta capa
exterior es la responsable de la union al receptor celular, adherencia y entrada a la

célula.

La capa intermedia esta formada por la proteina VP6. Esta proteina se
organiza en 260 trimeros ensamblados en una red icosaédrica con simetria T=13.
Aunque VP6 carezca de funciones enzimaticas resulta esencial para la transcripcion

del genoma.
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Segmento Producto Tzr;‘?;:)l:n Localizacion
genomico . : en la particula Funciones
(pb) génico proteina virica
(Da)
ARN polimerasa ARN dependiente.
1 VP1 1.088 Capside interna Parte del complejo minimo de replicacién
(3.302) (125.005) Parte del complejo de transcripcion junto con
VP3
2 881 o Proteina estructural de la capside interna
VP2 Capside interna
(2.690) (102.431) Parte del complejo minimo de replicacion
3 835 s i i Parte del complejo de transcripcion junto con
(2.591) VP3 (98.120) Capside interna VP1
VP4 776 Forma la espicula de la capside externa
(86.782) La infectividad viral se potencia con el corte
529 proteolitico con tripsina de VP4, dando lugar a
4 VP5* 247-776 Capside VP5*y VP8*
(60.000) externa Union a receptor, adherencia y entrada a la
(2.362) : .
(espicula) célula
. 247 Hemaglutinina
VP8 1-247 Determina el serotipo P
(28.000) .,
Proteccion
5 495 Union especifica al extremo 5’ del ARNm
NSP1 No estructural  Interacciona con el factor 3 de regulacién del
(1.611) (58.654) interferén
Proteina mayoritaria del virion. Forma la
L capside intermedia
6 397 Capside . p
(1356) VPO(T13) 48 160) intermedia  Determina el antigeno de subgrupo .
Posible implicacion en proteccién (mecanismo
desconocido)
Unidén especifica con el extremo 3’ del ARNm
7 315 Une a elF4G1 y circulariza al ARNm en el
(1.105) NSP3 (34.600) No estructural  complejo de iniciacion
' ’ Regulaciéon de la traduccion viral y parada de la
traduccion celular
8 317 Implicada en la formacién del viroplasma junto a
(1.059) NSP2 (36.700) No estructural NSP5
9 126 Capside Glicoproteina estructural de la capside externa
Determina el serotipo G
(1.062) VP7 (37.368) _externa n P
(glicoproteina)  Proteccion
Enterotoxina
10 175 Receptor para la gemacion de las particulas de
NSP4 No estructural  doble capa a través del reticulo endoplasmatico
(751) (20.290) iy
Proteccion
Movilizacion del calcio de la célula hospedadora
198 - : .
11 NSP5 (21.725) No estructural  Actividad quinasa potenciada por NSP2
7
(667) NSP6 (1 19512) No estructural  Interacciona con NSP5

Tabla 1.2. Propiedades y funciones de las proteinas codificadas por los segmentos de

ARN bicatenario del genoma del rotavirus SA11.
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A B
Segmentos de )
ARN bicatenario  Proteinas

1 — == —VP1

2 — e — VP2
3— ~VP3

4 — == —VP4

— |&= — NSP1
6 — | —vp6
O NSP3
8>aﬂ = NSP2
9 ~vVp7

Figura 1.6. Visualizacion de los fragmentos genémicos y estructura de la capside del
virion de rotavirus. A. Migracion de los 11 segmentos gendémicos en gel de poliacrilamida
(PAGE). A la izquierda se indica el nimero del segmento y a la derecha la proteina codificada
por dicho segmento. B. Estructura tridimensional de la cépside viral. De izquierda a derecha se
muestra la particula viral completa, un corte transversal mostrando las tres capas y el nucleo
que contiene los fragmentos gendmicos (Adaptado de Jayaram et al. (2004).
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La proteina VP2 compone la capa mas interna de la capside y forma el nicleo
junto con las proteinas VP1 y VP3, siendo VP2 la proteina mayoritaria. VP2 interactua
por el exterior con la capa de VP6 y por el interior con el genoma y el complejo
enzimatico formado por las proteinas VP1/VP3. Esta disposicién sugiere que esta
proteina posee los determinantes necesarios para dirigir el ensamblaje correcto de las
otras proteinas estructurales (Jayaram et al., 2004). La capa constituida por VP2
consiste en 120 moléculas organizadas en 60 dimeros formando una red icosaédrica
con simetria T=1. Los estudios de criomicroscopia electrénica de particulas de doble
capa han mostrado que la proteina VP2 también interacciona con el ARN gendémico a
través de la unién de residuos especificos en su extremo amino-terminal. Este hecho
ha sugerido que ofra funciéon de la capa interna sea promover una organizacion
estructural del genoma propicia para la transcripcion. Por tanto, es posible que la
organizacién de la capa interna haya evolucionado para servir al doble propésito de
proporcionar la posicion adecuada del complejo de transcripcién y organizar el

genoma para facilitar la transcripcion (Jayaram et al., 2004).

El resto de proteinas estructurales forma junto con VP2 el nucleo de la capside.
La proteina VP1 es la ARN polimerasa ARN dependiente (Valenzuela et al., 1991). La
proteina VP3 es una guanilil y metiltransferasa (Chen et al., 1999; Liu et al., 1992) con
las funciones enzimaticas necesarias para la produccion de la estructura cap del
ARNm. Estas dos proteinas se hallan en baja concentracion y son incorporadas a la
capside como un heterodimero que esta anclado dentro de la superficie de la capa
formada por VP2 (Prasad et al., 1996).

En los virus de ARN de doble cadena el genoma debe organizarse en una
estructura que permita un proceso dinamico de transcripcion. La transcripcidn de los
multiples segmentos debe de ser simultanea, repetida y rapida. En la familia
Reoviridae este objetivo se cumple utilizando un complejo enzimatico de transcripcion
que esta anclado al interior de la capside interna y funciona transcribiendo cada
fragmento gendémico independientemente. Al final, todos los segmentos gendmicos se
transcriben simultaneamente. Los estudios de criomicroscopia electronica han
revelado que en rotavirus el ARN viral forma una estructura dodecaédrica (Prasad et
al.,, 1996), en la que las dobles hélices estan empaquetadas alrededor de los
complejos de transcripcién que se localizan en los vértices icosaédricos (Pesavento et
al., 2001). El ARN también interacciona estrechamente con la capa formada por VP2,
la cual juega un papel importante en el mantenimiento del espacio apropiado entre las

cadenas de ARN en el estado nativo. Ademas, bajo diferentes condiciones quimicas
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(por ejemplo el pH) el genoma de rotavirus tiene la capacidad de sufrir una
condensacion y expansion reversible dentro de la capside (Pesavento et al., 2001).
Esta capacidad junto con la estabilidad de la capside son atributos importantes para

llevar a cabo la transcripcion continua de los multiples segmentos dentro de la capside.

1.3.3. Clasificacion de rotavirus

Los rotavirus se clasifican serolégicamente en grupos y serotipos segun los
determinantes antigénicos de las proteinas de la capside media (VP6) y externa (VP4
y VP7) (Estes, 2001; Kapikian et al., 2001). El género Rotavirus se divide en 7
serogrupos designados con las letras A a la G, en base a la proteina VP6 que es la
proteina mayoritaria del virion. Los distintos serogrupos difieren bastante
genéticamente y no son capaces de sufrir recombinacion de los fragmentos
gendémicos, aunque los virus dentro de un serogrupo si que pueden hacerlo. La
mayoria de los rotavirus patdégenos humanos pertenecen a los grupos A, B y C, siendo

el grupo A el mas comun y de aqui en adelante sélo me referiré a este serogrupo.

Cada serogrupo se clasifica en diferentes serotipos que se definen por las dos
proteinas de la capside externa, ya que son éstas las implicadas en la neutralizacion
del virus. La proteina VP7 determina el serotipo G porque es una glicoproteina y la
proteina VP4 define el serotipo P, puesto que es sensible a proteasas. Existen 15
serotipos G (determinados por la semejanza antigénica en ensayos de neutralizacién),
que coinciden con los genotipos determinados por la secuencia de acidos nucleicos.
Mas del 90% de los serotipos G circulantes en el mundo corresponden a G1, G2, G3,
G4 y G9 (Santos y Hoshino, 2005). Hay 14 serotipos P, pero no existe una
correspondencia exacta entre genotipos y serotipos, habiéndose descrito 23 genotipos
P (el numero siempre se representa encerrado entre corchetes). Segun Santos y
Hoshino. (2005) el serotipo P1 constituye mas del 91% de las cepas de rotavirus

circulantes humanos.

Existen multiples combinaciones posibles entre los serotipos P y G, pero la
variabilidad total de cepas esta limitada. Las cepas de rotavirus que infectan humanos
con serotipo G1, G3, G4 o G9 se asocian preferentemente al genotipo P[8], mientras
que las cepas del serotipo G2 se agrupan frecuentemente con el genotipo P[4]. La
distribucion de los diferentes serotipos varia geograficamente (Tabla 1.3). Las
diferencias pueden ser debidas a las diversas condiciones sanitarias, de clima y en

aquellos lugares que presentan mayor diversidad de rotavirus al contacto mas cercano
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Continente Periodo de G1P[8] G2P[4] G3P[8] G4P[8] Otros (%) Mixtas ~No  poferencia
Pais estudio Porcentaje tipadas
América
GOP[6] (6) (Ramachan
EEUU 1996-97 66 8 7 1 G9P[8] (2) 8 dranetal,
G1P[6] (1) 1998)
Argentina  1996-98 12 43 0 4 GIPH](14) 10 17 e(t/:ﬁ,ugggg)
Europa
- (Buesa et
Espafia 1996-99 43 6 2 32 2 2., 2000)
G1P[4] (1)
G1P[6] (<0.5)
G1P[9] (<0.5)
G2P[8] (<0.5)
G3P[6] (<0.5)
G3P[9] (<0.5) (Iturriza-
Reino Unido 1995-99 77 10 3 5 G4P[4] (<0.5) 1 Gomara et
G4P[6] (<0.5) al., 2000)
G8P[8] (<0.5)
GOP[6] (1)
GOP[8] (3)
G sodlo (5)
Psdlo  (2)
Asia
G1P[4] (2)
G1P[6] (3)
India 2001 33 5 0 1 ggﬁ{g} 5‘2‘; 31 17 (Dgf)gflf‘"'
G4P[4] (2)
G4P[6] (1)
G1 P#(T; (6)
Bangladesh  1993-97 11 11 0 26 gggﬁ“’m; 8 (L;?',Cfgngg)et
G4P# " (17)
Africa
G1P[6] (<1)
Sudafrica 1988-89 57 22 <1 11 G4P[6] (10) gfe}";gg;
G3P[9] (1) -
Kenia 1991-94  24@ 17 1 42@  G8P[4] (2) 15 (;\ffﬁaggge)t

"E| genotipo P difiere del genotipo G al que esta normalmente asociado.
@ No se ha determinado el genotipo P en todos los casos.
# No determinado

Tabla 1.3. Combinaciones de genotipos G y P de rotavirus en estudios epidemiolégicos a

nivel mundial. Se muestran dos paises representativos de cada continente. Para mas

informacion consultar la pagina web http://www.eurorota.net/index.php.
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entre personas y rotavirus que infectan a animales (Santos y Hoshino, 2005).

La existencia de diferentes serotipos sugiere una funcién critica de los
anticuerpos especificos de serotipo en la proteccion frente a rotavirus. No obstante,
existe una diversidad limitada de proteinas de la capside externa. Aproximadamente,
el 90% y el 65% de las cepas de rotavirus humanas circulantes en el mundo comparte
algunos epitopos con reactividad cruzada para VP4 y VP7, respectivamente (Franco et
al., 2006). Este hecho es una evidencia a favor de la hipétesis de que el sistema
inmunitario no esta ejerciendo una presion selectiva importante frente a rotavirus. De
ello se desprende que el sistema inmunitario no favoreceria el surgimiento de
diferentes serotipos de rotavirus o la aparicién de variaciones antigénicas menores en
los serotipos actuales (Hoshino y Kapikian, 2000). De hecho, estudios de la
distribucion de serotipos de rotavirus a lo largo del tiempo también apoyan un papel
relativamente moderado de la presion selectiva de los anticuerpos especificos de
serotipo (Franco et al., 2006). No obstante, se ha observado que en un afo la
incidencia de serotipos individuales puede variar de una region a otra y multiples tipos

de Gy P pueden circular dentro de la misma regién (Santos y Hoshino, 2005).

1.3.4. Ciclo infectivo

1.3.4.1. Entrada

La capa externa del virion interviene en la uniéon al receptor celular, la
adherencia y la entrada a la célula. Esta ultima es ejecutada principalmente por la
proteina VP4, la cual esta implicada en la unién a su receptor celular, la penetracion
de la membrana celular y también en hemaglutinacion, neutralizacién y virulencia
(Estes, 2001). La digestion proteolitica de VP4 (88 KDa) da lugar a las proteinas VP8*
(28 KDa, fragmento del aminoacido 1 al 247) y VP5* (60 KDa, fragmento del
aminoacido 248 al 776). Estos productos de la protedlisis permanecen asociados en el
virion (Fiore et al., 1991). La protedlisis de VP4 potencia la infectividad viral varias
veces (Arias et al., 1996; Estes et al., 1981) y facilita que la entrada del virus en las
células sea mas rapida y eficaz (Kaljot et al., 1988; Keljo et al., 1988). Para explicarlo
se ha propuesto que la protedlisis estabiliza el ensamblaje de la espicula y confiere el
ordenamiento icosaédrico de ésta (Crawford et al., 2001). También se ha comprobado
que particulas activadas proteoliticamente y proteinas VP5* recombinantes poseen
actividad lipofilica (Dowling et al., 2000; Ruiz et al., 1994). Por tanto, la protedlisis

constituye un mecanismo clave para la internalizacion eficiente del virus. Esto es
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relevante si consideramos que la replicacion de rotavirus ocurre en los enterocitos del

intestino delgado, que es un ambiente rico en proteasas.

Se desconoce la funcién precisa de la proteina VP7 de la capa externa durante
las interacciones iniciales de los virus con la célula, pero se han postulado dos
posibles mecanismos de acciéon. VP7 podria modular la funcién de VP4 durante el
proceso de adherencia y entrada (Beisner et al., 1998; Mendez et al., 1996). El otro
mecanismo es que VP7 podria interactuar con moléculas de la superficie celular

después de las interacciones iniciadas por VP4 (Mendez et al., 1999).

La entrada celular es un proceso con multiples estadios. La fase inicial de
uniéon a la célula implica a receptores que contienen acido sialico, y los pasos
siguientes la union a integrinas (Jayaram et al.,, 2004). Concretamente, en la
interaccion con acido sialico esta implicado un dominio de VP8*, mientras que en las
interacciones con integrinas esta implicada VP5*. La participacion del acido sialico en
las infecciones por rotavirus no es un paso esencial en todas las cepas, ya que en la
mayoria la entrada celular es independiente de acido sidlico, incluyendo rotavirus
humanos (Ciarlet et al., 2001). En estos virus se ha postulado que la entrada celular
estd mediada por VP5* (Kirkwood et al., 1996; Padilla-Noriega et al., 1995). Estudios
con células polarizadas muestran que los virus dependientes de acido sialico entran
por la membrana apical, mientras que los virus independientes de acido sialico entran
tanto por la cara apical como por la basolateral, demostrando que existen variaciones
en los mecanismos de entrada entre virus dependientes e independientes de acido
sialico (Ciarlet et al., 2001).

Uno de los primeros sucesos despues de la entrada celular es la pérdida de la
capa externa, dando lugar a las particulas de doble capa, que son las particulas
transcripcionalmente activas. La decapsidacion se puede reproducir “in vitro” mediante
el tratamiento con quelantes de calcio como EDTA (Cohen et al., 1979). Estudios con
baculovirus recombinantes expresando VP7 han mostrado que se requiere calcio para
la formacién de los trimeros de VP7 (Dormitzer et al., 2000). Por ello, se necesita una
concentracién apropiada de calcio para mantener la integridad estructural de la capa
externa. Concentraciones bajas de calcio similares a la del citoplasma desencadenan
la disociacion de los trimeros de VP7, lo que conduce al desprendimiento de la capa

externa.
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1.3.4.2. Transcripcion y replicacién

Los virus de ARN de doble cadena deben sortear una serie de problemas para
llevar a cabo la transcripcién y replicacion. En primer lugar deben evitar las respuestas
antivirales de la célula infectada que se desencadenan por la aparicion del ARN de
doble cadena. También requieren que las distintas actividades enzimaticas
relacionadas con el genoma ocurran en los limites de la capside para evitar la
degradacion del genoma por las nucleasas celulares. Otro problema es que se deben
coordinar la arquitectura de la capside y la organizacion del genoma para asegurar
que se produzcan rondas repetidas de transcripcion de los diferentes fragmentos del
genoma. Por ultimo, durante un ciclo de transcripcion cada segmento de ARN tiene
que desplazarse alrededor de la polimerasa y debe ser desenrollado, separado,
transcrito y vuelto a unir en sucesivas rondas de transcripcion. Para explicar como
rotavirus resuelve estos problemas se ha postulado un modelo en el que hay diversos
complejos enzimaticos de transcripcién que funcionan independientemente y que
estan unidos a los vértices de la capa interna. Este modelo explica la transcripcién de
cada segmento gendémico y que todos los segmentos sean transcritos
simultdneamente (Jayaram et al., 2004). Los estudios “in vitro” indican que las
particulas competentes en transcripcion son maquinas moleculares altamente
eficientes, que son capaces de realizar ciclos sucesivos de transcripcion y que este

proceso parece ser increiblemente rapido.

Los transcritos de ARN de cadena positiva poseen estructura cap vy
desempefan una doble funcién. Por una parte, codifican las proteinas de rotavirus y
por otra funcionan como moldes para la produccién de la cadena negativa. Esta es
transcrita por la polimerasa viral VP1, que dara lugar a la progenie de ARN de doble
cadena. Por tanto, los procesos de transcripcion y replicacion son complementarios e
implican a la polimerasa viral. Ademas, ambos procesos tienen lugar en el confinado
ambiente de la capside interna (Patton y Spencer, 2000), ya que en ningun virus de

ARN de doble cadena se ha encontrado ARN bicatenario libre.

1.3.4.3. Morfogénesis y liberacion de las particulas virales

Después de la trascripcion enddgena y la liberacidn de los transcritos, el ciclo
infectivo continla con la traduccién y sintesis de las proteinas virales. La proteina
NSP3 facilita la traduccion de los transcritos de ARNm al eludir la necesidad de la cola
de adeninas por parte de la célula infectada y evitar su degradacién por nucleasas

celulares.
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Después de la replicacion se produce el empaquetamiento del genoma y el
ensamblaje de las particulas de doble capa (formadas por la capa interna de VP2 con
las proteinas VP1/VP3 y la capa intermedia de VP6). Se desconoce cémo cada
particula viral incorpora un conjunto de segmentos gendmico correcto, al igual que en
el resto de virus de ARN bicatenario. Estos procesos tienen lugar en inclusiones
citoplasmaticas denominadas viroplasmas (Petrie et al., 1984). Los viroplasmas son
una estructura especializada formada dentro o cerca del reticulo endoplasmatico. Las
particulas subvirales emergen del viroplasma y son dirigidas para entrar en el reticulo
endoplasmatico gracias a la interaccién de la proteina VP6 con NSP4. Esta ultima es
una proteina transmembrana que actia como receptor de las particulas subvirales.
Durante la entrada de las particulas al interior del reticulo endoplasmatico éstas
adquieren una envuelta lipidica que desaparece durante los siguientes procesos de la
morfogénesis viral. La glicosilacion de la proteina NSP4 es critica para la eliminacion
de la envoltura transitoria (Petrie et al., 1984). En un paso posterior la NSP4 se
traslada hasta sitios de contacto entre el reticulo endoplasmatico y la red del trans-
Golgi y alli se asocia con “rafts”. Los “rafts” o bolsas lipidicas son microdominios
especializados de la membrana que estdn enriquecidos en colesterol y
glicoesfingolipidos. Estos “rafts” participan en los mecanismos de transporte de
proteinas celulares a la cara apical de la membrana celular por una via de exocitosis

atipica.

Finalmente, siguiendo el modelo propuesto por Delmas et al. (2004), sucede un
evento de fusion entre el compartimento en el que estan madurando los viriones
(posiblemente derivado del reticulo endoplasmatico) y un compartimento que contiene
“raft” y en los que esta presente la proteina VP4. Esta fusidn esta dirigida por proteinas
celulares que interaccionan con VP4, posiblemente rab5 y PRA1. Después de la fusion
se produce la maduracion final de las particulas virales con la participacion de la
proteina NSP4, ya que ésta actia como receptor de la glicoproteina VP7 y la proteina
VP4 con las que forma hetero-oligdmeros. Como resultado final se forman vesiculas
que contienen un numero limitado de viriones maduros (Jourdan et al., 1997). En
células no polarizadas, como MA104, las particulas son liberadas mediante la lisis
celular. En células polarizadas, como Caco2 que es un sistema celular que mimetiza
bastante bien la diana natural de rotavirus, las particulas virales son selectivamente
liberadas desde la cara apical debido a una sefal dirigida a la membrana apical
presente en VP4. Este proceso conlleva una extensa preservacion de la viabilidad

celular.
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1.3.5. Patologia

Las infecciones por rotavirus son la causa mas frecuente de diarrea en nifios
menores de 5 afnos. Estos virus infectan a los nifios a una edad temprana. Aunque la
mayoria de las infecciones primarias causan una diarrea leve, un 15-20% de los nifios
necesitan atencion médica y entre 1-3% padece deshidratacién siendo necesaria la
hospitalizacién (Glass et al., 2006). El virus se puede identificar en el 15-35% de los
nifos menores de 5 afos atendidos por diarrea extrahospitalaria y entre el 25-55% de

los nifios hospitalizados por diarrea (Cook et al., 1990).

Rotavirus se transmite por via fecal-oral y sélo es necesaria una pequefa dosis
infectiva (menos de 100 particulas viricas). Esta dosis infectiva facilita su diseminacion
de persona a persona y posiblemente por via aérea mediante aerosoles (Estes, 2001).
Una vez ingeridos, los virus que no han sido neutralizados por la acidez del estomago
infectan la mucosa del intestino delgado. Durante el periodo de incubacion, que dura
entre 18-36 horas, el virus penetra en las células epiteliales (Figura 1.7) y las infecta
hasta destruir la superficie del epitelio provocando la eliminacion de los Vvilli,
destruccién masiva y liberacion de grandes cantidades de virus en las heces (> 10"
particulas por gramo) (Kapikian et al., 2001). El resultado es una profusa diarrea
acuosa con pérdida de fluidos y electrolitos que puede durar 2-7 dias y conducir a una
deshidratacién grave. La rehidratacién intensa oral o intravenosa puede corregir estos

desequilibrios y mantener al nifio hasta que la diarrea se detenga.
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Figura 1.7. Mecanismos efectores de la diarrea causada por rotavirus. A. El proceso que
conduce a la diarrea se inicia cuando al menos 100 particulas viricas infectan a los enterocitos
en el intestino delgado. El virus es internalizado por un mecanismo desconocido y la capside
externa es eliminada, activando la transcriptasa asociada al virién y la sintesis del genoma. Las
proteinas y ARNSs virales se concentran en estructuras citoplasméaticas llamadas viroplasmas
(Vi) donde transcurre la replicacion del ARN y el ensamblaje de las particulas virales. Eventos
intracelulares, que implican probablemente a la proteina NSP4 (triangulos rojos), provocan la
liberacion de calcio (Ca2+) del reticulo endoplasmatico, que desencadena una cascada de
procesos celulares que conducen a la muerte celular. La liberacion de la proteina NSP4 desde
células infectadas produce efectos paracrinos en células no infectadas. La proteina NSP4
secretada se une a las células mediante un receptor no identificado desencadenado una
cascada que culmina en la liberacion de calcio intracelular. Uno de los resultados es la ruptura
de las uniones intercelulares aumentando la permeabilidad (flecha verde). B. Esquema que

muestra la arquitectura normal del intestino, enfatizando la inervacion del sistema nervioso
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entérico (ENS) y sus ganglios en los diferentes niveles de la submucosa. C. La proteina NSP4
desencadena la secrecion de agua en las criptas al activar un transportador de cloro situado en
las mismas. El resultado es el incremento del componente secretor de la diarrea. Moléculas
efectoras como la proteina NSP4 secretada u otras liberadas de células infectadas pueden
estimular el ENS. Adaptado de Ramig. (2004).

La fisiopatologia de la diarrea causada por rotavirus es multifactorial y es el
resultado conjunto de efectos directos e indirectos de la infeccion viral y de la
respuesta del hospedador. En la Tabla 1.4 se resumen los factores productores de
diarrea causados por el virus. Existe una disminucion de la absorcién que parece
relacionarse con el dafio primario al epitelio intestinal por la infeccion viral (Kapikian et
al., 2001). Ademas, se produce una disminucion en la absorcion de agua, sodio y
disacaridos (Chrystie et al., 1978; Graham et al., 1984). El bolo alimenticio no digerido
es osmoéticamente activo y el colon es incapaz de absorber suficiente agua generando
una diarrea osmatica. Otra hipotesis es que el fallo en la absorcidon se origina por el
dafio epitelial producido por la isquemia de las células epiteliales (Osborne et al.,
1988). El hecho de que con frecuencia lesiones en el intestino no se correlacionen con
la presencia de diarrea ha conducido a la busqueda de otros mecanismos inductores
de diarrea. Se ha observado que la proteina no estructural NSP4 posee una actividad
téxica y es capaz de inducir diarrea en ratones inoculados con la proteina completa,
fragmentos o péptidos (Ball et al., 1996; Estes y Morris, 1999; Zhang et al., 2000). Se
ha comprobado que esta proteina se secreta en el curso de la infeccion antes de que
se produzca el dafo tisular. También se ha sugerido la implicacion del sistema
nervioso entérico (ENS), puesto que inhibidores que bloquean su accién atenuan la
secrecion inducida por rotavirus (Lundgren et al., 2000; Lundgren y Svensson, 2001).
En el modelo murino se ha estimado que, aproximadamente, el 67% de la secrecion
de electrolitos y fluidos en la diarrea por rotavirus se debe a la activacion del ENS
(Lundgren et al., 2000). El modo de activacion del ENS no esta claro, pero puede
producirse a través de la NSP4 secretada o de quimioquinas y otros factores liberados

por las células epiteliales infectadas.
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Caracteristica Comentario

Periodo de incubacién corto (entre 1-2 dias). , , .
Tiempo insuficiente para reclutar altos

niveles de los mecanismos efectores de la

Las primeras células infectadas son las jnmunidad.

utilizadas para la replicacion viral.

El virus se excreta en grandes cantidades

(titulos superiores a 10" ufp/gramo de heces).

Tras 5-7 dias del comienzo de la diarrea en Alto indculo y propagacion viral.

nifios un porcentaje mayor del 30% continta

excretando antigenos.

Alta tasa de mutacién viral y reordenamiento Puede permitir al virus escapar del sistema

genomico. inmunolégico (no comprobado actualmente).

Aproximadamente el 50% de las infecciones son ) o
) . Rotavirus esta bien adaptado al hombre.
asintomaticas.

Tabla 1.4. Factores productores de diarrea asociados a rotavirus y que contribuyen

probablemente a la reinfeccion.

Hasta hace poco tiempo se pensaba que la infeccién por rotavirus estaba
localizada en el intestino delgado, pero recientemente se ha demostrado la existencia
de viremia en nifios con diarrea causada por rotavirus (Blutt et al., 2007). Ademas,
ésta se correlaciona con antigenemia (Blutt et al., 2003), por lo que puede ser
considerada un marcador de la presencia extraintestinal de rotavirus (Blutt y Conner,
2007). En los animales también se ha detectado antigenemia que se acompafia de
una viremia transitoria, como lo demuestra la presencia de virus infectivos en el suero
de practicamente todos los animales analizados (Ramig, 2004). Las posibles
consecuencias clinicas de la viremia en humanos son todavia desconocidas. Durante
la viremia virus infectivos podrian acceder a la mayoria de tejidos y tipos celulares,
como pone de manifiesto la deteccién de ARN extraintestinal (Blutt et al., 2003) y
proteinas no estructurales en érganos (Gilger et al., 1992). La deteccion de virus
infecciosos en el suero sugiere un posible mecanismo de cémo los virus alcanzan
estos lugares. A pesar de ello, no es probable que la infeccion sistémica tenga siempre
significacion clinica. Es posible que la viremia por rotavirus resulte en infeccion

extraintestinal subclinica y que en algunos casos puede progresar a enfermedades
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clinicas. Esta hipotesis puede explicar la amplia gama de enfermedades asociadas a
la infeccidon por rotavirus, como son la atresia biliar, neumonia, coagulacion
intravascular diseminada y sindrome de Reye, entre otras. Estas patologias junto al
hecho de que rotavirus cause viremia plantean una reevaluacién de la asociacion de

rotavirus con otras enfermedades no intestinales.

1.3.6. Proteccion frente a la enfermedad
1.3.6.1. Modelo en el ratéon

1.3.6.1.1. Respuesta inmunitaria humoral

Las células B son necesarias para una proteccion intensa y de larga duracion
frente a rotavirus, como se ha demostrado en ratones deficientes en células B (Franco
y Greenberg, 1999). En los ratones normales se desencadena tanto una respuesta
sistémica de células B como una respuesta local en mucosas. En la respuesta
sistémica se produce una seleccién clonal de células B presentes en el bazo y médula
0sea que expresan inmunoglobulinas de clase G (IgG) y de clase A (IgA). En
mucosas, lo mas probable es que las células B situadas en las placas de Peyer y la
lamina propia del intestino produzcan IgAs poliméricas (Youngman et al., 2002). Estos
resultados concuerdan con la deteccion de antigenemia y la aparicién de viremia
durante la fase aguda de la infeccion. La transferencia pasiva de células B
comprometidas intestinalmente pero no sistémicamente (células B que expresan
receptores especificos para dirigirse a o6rganos en mucosas) en ratones
inmunodeficientes (deficientes en células B y T) con infeccidn crénica suprime la
infeccién por rotavirus (Williams et al., 1998). Estos experimentos sugieren que es
importante que las células plasmaticas efectoras se localicen en el intestino para su
efecto antiviral y que los anticuerpos séricos no son muy eficientes para la proteccion.
Teniendo en cuenta estos resultados Franco et al. (2006) han propuesto un modelo en
el que los antigenos de rotavirus estimulan los dos compartimentos del sistema
inmunitario: en mucosas y en sangre (Figura 1.8). En las mucosas, los antigenos de
rotavirus estimulan las placas de Peyer para generar células B memoria con
receptores de retorno al lugar de origen (“homing”), que permiten a estas células
circular por la sangre y volver a las placas de Peyer. Ademas, las células secretoras
de anticuerpos que se localizan en la lamina propia secretan IgAs poliméricas. Estos
anticuerpos son capaces de mediar la expulsién y la exclusion viral y pasan a la luz
intestinal. El antigeno viral que circula por via sistémica estimula las células B memoria

que poseen receptores de vuelta al bazo.
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Figura 1.8. Modelo de la inmunidad frente a rotavirus. El sistema inmunitario esta
compuesto por dos compartimentos: el compartimento sistémico y el de mucosas. En este
ultimo, el antigeno de rotavirus estimula a células B para convertirse en células B memoria
(CBM) con receptores “homing” especificos y células secretoras de anticuerpos (CSA). Las
CBM poseen receptores “homing” especificos que les permiten circular por la sangre y volver a
las placas de Peyer. Las CSA se asientan en la lamina propia intestinal y secretan IgAs
poliméricas, que son vertidas en la cavidad intestinal. Estos anticuerpos son capaces de mediar
los fendmenos de expulsion y exclusion viral. El antigeno virico en el compartimento sistémico
estimula a CBM en el bazo con receptores “homing” especificos que les permiten circular por la
sangre y volver al bazo y a CSA que se asientan en la médula 6sea y secretan IgAs
monomeéricas e IgGs. Estos anticuerpos son la principal fuente de anticuerpos séricos. A pesar
de esta division en compartimentos inmunes existe una relacién entre ellos, como se indica por
la flecha verde. Anticuerpos de ambos tipos de inmunidad pueden circular entre ambos
compartimentos por mecanismos no esclarecidos totalmente. Entonces, algunos anticuerpos
sistémicos pueden potencialmente mediar bajos niveles de exclusion viral e IgAs séricas

pueden ser una correlacion de IgAs intestinales.
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El antigeno en sangre también estimula a las células secretoras de anticuerpos
que se localizan en la médula ésea y que secretan IgAs e IgGs monoméricas. Estos
anticuerpos son la principal fuente de anticuerpos sistémicos. Puede existir
transferencia de anticuerpos desde cualquier compartimento (sangre y cavidades
intestinales), pero se desconoce cuales son los mecanismos. Por tanto, algunos
anticuerpos sistémicos pueden potencialmente mediar bajos niveles de exclusion viral
intestinal e IgAs séricas pueden correlacionarse con IgAs intestinales. Esta ultima
situacion se ha observado especificamente en rotavirus a partir de los 4 meses tras la
infeccién (Hjelt et al., 1985). Aunque se ha documentado la importancia para la
proteccion de los anticuerpos sistémicos frente a la toxina NSP4 que alcanzan el
intestino (Bouvet y Fischetti, 1999), no se han realizado estudios de su posible efecto
en la proteccion frente al virus. En nuestro laboratorio se ha estudiado la prevalencia
de la producciéon de anticuerpos anti-NSP4 en Espafa (Rodriguez-Diaz et al., 2005).
La mayor capacidad antiviral de las células secretoras de anticuerpos que se localizan
en la lamina propia para mediar su efecto antiviral se puede explicar por su capacidad
para mediar la expulsion y la exclusién de rotavirus dentro del enterocito y en el lumen

intestinal, respectivamente (Bouvet y Fischetti, 1999).

Se han propuesto dos mecanismos de actuacién de los anticuerpos: expulsion
y exclusion. EI mecanismo clasico de exclusién (evitar la infeccién de enterocitos no
infectados) se produce por anticuerpos dirigidos frente a las proteinas de la capside
externa VP4 y VP7. Estos anticuerpos pueden bloquear la infeccién de los enterocitos
cuando estan presentes en el lumen del intestino. Anticuerpos dirigidos frente a la
proteina NSP4 pueden detener la diarrea pero no la infeccion dado sus efectos anti-
toxina (Ball et al., 1996). Parece ser que anticuerpos IgA anti-rotavirus son uno de los
mecanismos mas eficaces para proteger frente a rotavirus. Aunque también se ha
observado que anticuerpos especificos IgM o IgG presentes en el intestino, o en la
sangre en suficientes cantidades, pueden alcanzar el intestino por mecanismos
desconocidos y mediar también proteccion (Kuklin et al., 2001; O'Neal et al., 2000). El
mecanismo de expulsién de rotavirus se refleja en la capacidad de los anticuerpos IgA
poliméricos anti-VP6 para mediar efecto antiviral (Burns et al., 1996). Se ha
hipotetizado que durante la transcitosis de IgAs poliméricas desde la membrana
basolateral al lumen del intestino éstas se unen a la proteina VP6 y “expulsan” a la luz
intestinal al virus. También se ha visto que las proteinas VP6 (Burns et al., 1996; Choi
et al., 2003) y NSP4 (Ball et al., 1996) son dianas de anticuerpos protectores en el
modelo de raton adulto y lactante, respectivamente. Sin embargo, se ha observado

que los anticuerpos anti-VP6 no protegen cuando se administran pasivamente a la
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cavidad intestinal (Burns et al., 1996). Ademas, las leches que contienen anticuerpos
tampoco protegen a los ratones lactantes (Coste et al., 2000). Las IgAs podrian ser
transportadas por los enterocitos de la cripta, ya que son mayoritariamente éstos los
que expresan el receptor de inmunoglobulinas poliméricas. Cuando los enterocitos
alcanzan el borde en cepillo (lugar de la infeccion) pueden contener IgAs que pueden
mediar la expulsién viral. No obstante, la produccion de anticuerpos frente a VP6 que
median la expulsién viral solo se ha demostrado en ratones. Ademas, se desconoce si
estos anticuerpos pueden modular la diarrea inducida por rotavirus. También se ha
propuesto otro modelo alternativo y no excluyente que sugiere que los anticuerpos

intracelulares inhiben la transcripcion de rotavirus (Feng et al., 2002).

En el modelo de raton adulto se puede inducir una inmunidad heterotipica por
las cepas heterdlogas RRV (simio) y NCDV (bovina) (Feng et al., 1997). Si se inoculan
bajas dosis orales de RRV a ratones estos responden con anticuerpos sistémicos pero
no intestinales y estos animales no estan protegidos. No obstante, mayores dosis de
RRYV inducen anticuerpos sistémicos e intestinales y proteccion. En el caso de la cepa
NCDV se necesitan dosis altas para producir proteccion (replica pobremente en raton).
No se dispone de una explicacién clara de estos hallazgos, pero es posible que en el
caso de RRYV se puede relacionar con el hecho de que este virus puede diseminar del
intestino y que una dosis relativamente baja puede replicar sistémicamente en el ratdon

(Franco y Greenberg, 1999).

1.3.6.1.2. Respuesta inmunitaria celular

Las células T CD4" son esenciales para el desarrollo de mas del 90% de los
anticuerpos IgA intestinales especificos de rotavirus, por tanto, su presencia parece
ser critica para el establecimiento de una respuesta de memoria duradera (Buesa et
al., 1999; Franco y Greenberg, 1999). Se ha comprobado que en ausencia de células
T persiste una infeccion cronica y de baja replicacion (VanCott et al., 2001). Aun mas,
células murinas T CD8" especificas estan implicadas en la resolucion de la infeccién
primaria por rotavirus y pueden mediar proteccion parcial a la reinfeccion durante un

periodo corto de tiempo (Franco y Greenberg, 1999).

1.3.6.2. Proteccion en ninos tras la infeccion natural

Las primeras infecciones por rotavirus son generalmente las mas severas, y la
intensidad de los sintomas disminuye con el numero de infecciones. La mayor

proteccion conferida tras la infeccion por rotavirus se produce en la enfermedad de
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moderada a grave, es menor en la enfermedad leve y es todavia menor frente a la
infeccidn asintomatica. No obstante, esta ultima confiere proteccion en un grado
comparable a la conseguida por la infeccidén sintomatica (Velazquez et al., 1996;
Velazquez et al., 2000). Dos eventos de infeccién por rotavirus resultan en una
proteccion completa frente a la enfermedad de moderada a grave, ya sean
sintomaticos como asintomaticos. Una unica infecciéon natural generalmente confiere

proteccién comparable a las vacunas comercializadas.

No existe un marcador seguro para evaluar la proteccion. En el estudio de
Velazquez et al. (2000) nifios con un titulo de anticuerpos séricos IgA anti-rotavirus
superior a 1:800 mostraron un riesgo bajo de sufrir infecciones por rotavirus y estaban
protegidos completamente frente a la diarrea de moderada a grave. Sin embargo, los
nifos con un titulo de anticuerpos IgG superior a 1:6.400 estaban protegidos frente a
la infeccidn por rotavirus pero no frente a la diarrea. Sélo se consiguieron titulos de
anticuerpos protectores tras dos infecciones consecutivas por rotavirus, sintomaticas o
asintomaticas. En estos estudios se ha visto la tendencia de que es menos probable
que ocurran infecciones repetidas con el mismo serotipo G, lo que sugiere proteccion
homotipica. No obstante, una Unica infeccion natural ofrecié ciertos niveles de
proteccion frente a la enfermedad grave de una cepa G heterotipica, lo cual demuestra
la presencia de cierta inmunidad heterotipica. Otros estudios similares confirman estos
resultados, siendo incluso necesarios titulos menores de los anticuerpos que se
correlacionan con la proteccion frente a la infeccidon y la enfermedad (O'Ryan et al.,
1994b). En el estudio de Hijelt et al. (1987) fueron los niveles de IgA séricos pero no los
de IgG séricos, los que se correlacionaron con la enfermedad menos grave. La
explicacion propuesta por los autores es que la presencia de IgAs séricas frente a
rotavirus se correlaciona con la presencia de inmunoglobulinas provenientes del
compartimento de mucosas. Siguiendo el modelo propuesto por Franco et al. (2006)
estos anticuerpos son probablemente IgAs poliméricas originadas en el intestino y que
alcanzan el suero. Algunos estudios han buscado la correlacion entre el nivel de
anticuerpos IgA fecales y proteccion frente a la infeccion natural por rotavirus en nifios
(Coulson et al., 1992; Matson et al., 1993). En estos estudios hallaron que los titulos
de anticuerpos IgA fecales se asociaban con proteccion a la infeccién y la enfermedad,
pero habia un numero significativo de niflos con unos titulos elevados de IgA fecales
que estaban infectados. Una posible explicacion de este hecho es que estas IgAs
provengan de la leche materna y quizds puedan tener menor eficacia protectora

porque no pueden mediar la expulsion viral. Ademas, se ha visto que los titulos de
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anticuerpos fecales decaen mas rapidamente que los séricos, pero ambos pueden

persistir durante mas de un ano (Bernstein et al., 1989).

Por ultimo, se ha analizado el papel de los anticuerpos neutralizantes en la
proteccion frente a rotavirus. En el estudio de Chiba et al. (1986) la proteccion frente a
la gastroenteritis causada por rotavirus parece ser especifica del serotipo y estar
relacionada con los niveles de anticuerpos frente al virus homotipico, aunque también
se sugeria que se podia inducir inmunidad heterotipica. Otros estudios confirman este
supuesto (O'Ryan et al., 1994a). En un estudio posterior de este grupo demostraron
que niveles mas elevados de IgA e IgG y de anticuerpos homotipicos que reconocen
especificamente la region antigénica C de los serotipos G1 y G3, se correlacionan con
proteccion frente a la infeccion y la enfermedad. Ademas, esta proteccion es

independiente de los titulos de IgA o IgG séricos especificos (O'Ryan et al., 1994b).

Se puede concluir que las IgAs séricas totales y los anticuerpos neutralizantes
séricos homotipicos y heterotipicos parecen correlacionarse mejor con la proteccion
que con los anticuerpos 1gG séricos anti-rotavirus inducidos por la infeccidon natural en
nifos. Considerando los modelos animales, la capacidad de las IgAs séricas anti-
rotavirus (que reconocen principalmente a VP6 y sélo median la expulsion viral) para
predecir la proteccion se explicaria porque estos anticuerpos reflejan la produccién de
anticuerpos intestinales. Por tanto, estos anticuerpos pueden utilizarse como marcador
de la proteccion en sustitucion de la deteccién de anticuerpos anti-VP4 y anti-VP7
(aunque éstos sean potencialmente mas protectores), al mediar tanto expulsion como

exclusion.

1.3.6.3. Proteccion conferida por la vacunacion

Una vacuna frente a rotavirus debe tener en cuenta unos objetivos especificos,

COmo son:

1. La vacuna debe superar el grado de proteccién frente a la enfermedad que surge
tras la infeccion natural. Por lo tanto, el programa de vacunacion deberia prevenir
la enfermedad moderada o grave, pero no necesariamente la enfermedad leve
asociada con rotavirus.

2. Ademas de reducir la mortalidad causada por rotavirus, la vacuna debe disminuir

los casos de atencidn primaria y el numero de nifios que ingresan en el hospital.
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3. La vacuna tiene que ser efectiva en paises en vias de desarrollo, que son los que
soportan la mayor mortalidad originada por rotavirus en el mundo.

4. La vacuna debe conseguir una buena proteccion heterotipica, para ser efectiva
ante la apariciébn de nuevas variantes o la emergencia de genotipos poco

frecuentes.

Las estrategias para desarrollar vacunas frente a rotavirus para su aplicacion

en humanos han sido tres hasta ahora:

1. La aproximaciéon tradicional de Jenner, es decir, la atenuacion basada en la
restriccion del rango del hospedador (Hoshino y Kapikian, 1994). La capacidad de
rotavirus para intercambiar fragmentos gendmicos durante las infecciones mixtas
ha permitido la produccion de vacunas recombinantes, lo que se denomina la
aproximacién de Jenner modificada. Estos virus recombinantes contienen los
genes de la cepa de rotavirus parental animal y algunos genes de la cepa de
rotavirus parental humana. Esta nueva generacion de vacunas incluyen mas de un
serotipo G de rotavirus para proporcionar inmunidad homotipica y heterotipica.
Este es el caso de las vacunas RotaShield y Rotateq.

2. Otra estrategia es la atenuacion de virus humanos por pases en cultivo celular
(Bernstein et al., 1999). Esta es la estrategia utilizada en la vacuna Rotarix.

3. Por ultimo, se ha propuesto el empleo de cepas de rotavirus recuperadas de
recién nacidos infectados pero asintomaticos, ya que estas cepas son menos
virulentas de forma natural (Barnes et al., 2002; Glass et al., 2005). Actualmente,

se esta evaluando la cepa humana atenuada RV3 en Australia.

1.3.6.3.1. Vacuna basada en recombinantes de rotavirus humano y mono Rhesus
(RotaShield)

Fue la primera vacuna comercializada globalmente para rotavirus. Es una
vacuna recombinante multivalente de administracién oral (rotavirus de mono Rhesus).
Esta vacuna contiene una mezcla de 4 cepas viricas que representan los genotipos G
mas comunes (G1 a G4). El gen de VP7 de la cepa de mono Rhesus parental RRV
‘“MMV18006” se ha sustituido por los genes de VP7 de 3 cepas recombinantes entre
mono Rhesus y humanos, que contienen el gen de VP7 de los serotipos humanos G1,
G2 y G4. La cuarta cepa contiene el serotipo G3, que corresponde al serotipo de

rotavirus de mono Rhesus (Kapikian et al., 1996).
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Esta vacuna se evalué en ensayos clinicos en EEUU, Finlandia y Venezuela
con una alta eficacia (80-100%) para prevenir la diarrea grave causada por rotavirus
(Joensuu et al., 1997; Perez-Schael et al., 1997; Rennels et al., 1996; Santosham et
al., 1997).

Después de estos buenos resultados y tras la inclusion de la vacuna en el
calendario de vacunacion en EEUU, se produjeron algunos casos de invaginacion
intestinal asociados a la vacuna (CDC, 1999). El periodo de mayor riesgo de
invaginacion se situaba entre los 3 y los 10 dias tras la primera de 3 dosis orales
(Kramarz et al., 2001). Un grupo internacional de expertos sugirid6 una tasa consenso
de 1 caso por cada 10.000 nifios vacunados, a pesar de que la incidencia global de
este suceso adverso era dificil de asegurar (Peter y Myers, 2002). Se desconoce cual
es el mecanismo fisiolégico que provoca este fendmeno tras la vacunacion. El
fabricante (Wyeth) retir6 esta vacuna del mercado en 1999 como consecuencia de
este raro, pero potencialmente peligroso, efecto adverso. Desafortunadamente, la
vacuna no ha sido evaluada en términos de riesgo-beneficio para su aplicacién en

paises con bajos recursos econémicos.

1.3.6.3.2. Vacuna basada en recombinantes de rotavirus humano y bovino
(Rotateq)

Es una vacuna recombinante pentavalente entre humana y bovina (cepa WC3)
y de administracion oral que ha sido desarrollada por la farmacéutica Merck (Tabla
1.5). Esta vacuna contiene 5 virus recombinantes vivos: 4 recombinantes que
expresan la proteina VP7 de cepas parentales de rotavirus humanos (G1, G2, G3 o
G4) asociadas con la proteina VP4 de la cepa parental de rotavirus bovino WC3, que
posee el serotipo P7[5]. El quinto recombinante expresa la proteina P1A[8] de una
cepa parental de rotavirus humano y la proteina de la capside G6 de la cepa parental

de rotavirus bovino.

Rotateq ya ha sido evaluada en un gran estudio clinico de fase lll, que en total
incluye a 11 paises y mas de 70.000 nifios (Vesikari et al., 2006). La inmunidad se ha
evaluado utilizando como marcador el titulo de anticuerpos IgA séricos especificos
frente a rotavirus. Se han visto tasas del 95% de seroconversion de anticuerpos IgA
frente a rotavirus, comparado con el 14% de seroconversién en el grupo placebo.
También se ha determinado la eficacia de la vacuna en dos estudios de fase Il (Block

et al., 2007; Vesikari et al., 2006). En estos estudios, la eficacia frente a la
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gastroenteritis causada por rotavirus de cualquier gravedad después de completar un
régimen de 3 dosis fue del 74%, y frente a la gastroenteritis grave del 98%. Se ha
comprobado que es altamente eficaz para evitar la gastroenteritis causada por el
serotipo predominante G1 (75% de eficacia) sin importar la gravedad, y por el serotipo
G2 (63% de eficacia). En el resto de serotipos existe una tendencia, pero no es
estadisticamente significativa debido al bajo numero de pacientes (83% para G3, 48%
para G4 y 65% para G9). Ademas, Rotateq redujo en un 86% la incidencia de visitas
médicas, en un 94% de visitas a urgencias, y en un 96% de hospitalizaciones por
gastroenteritis causadas por rotavirus. La eficacia frente a la hospitalizacion por
gastroenteritis de cualquier etiologia fue del 59%. La eficacia en la segunda temporada
epidemiolégica de rotavirus tras de la inmunizacién fue del 63% frente a la
gastroenteritis de cualquier gravedad y del 88% frente a la gastroenteritis grave

causada por rotavirus.

En cuanto al riesgo de invaginacion los datos no sugieren un incremento del
riesgo con respecto al placebo tras 42 dias de la administracion de cada dosis. La
vacuna fue introducida en el mercado de EEUU en febrero del 2006, y posteriormente

en mas de 100 paises. En Espafia Rotateq se comercializoé en enero de 2007.

1.3.6.3.3. Vacuna basada en rotavirus humano atenuado (Rotarix)

Es una vacuna viva atenuada de rotavirus humano (cepa 89-12) (Tabla 1.5). La
atenuacion se ha realizado mediante pases en cultivo celular de un aislado humano
silvestre originario de Cincinnati (EEUU) (Bernstein et al., 1999). Esta vacuna es una
cepa G1P1A[8], por lo que presenta los antigenos de rotavirus humanos de VP4 y VP7
mas comunes a nivel mundial. La empresa que la distribuye es GlaxoSmithKline, que
ha modificado la vacuna mediante clonacion y cultivo celular de la cepa parental 89-
12, dando lugar a la vacuna RIX4414 (Rotarix). Se ha comprobado que esta ultima

esta clinicamente mas atenuada que la cepa parental 89-12.

GlaxoSmithKline también se ha embarcado en estudios de doble ciego
controlado con placebo, con mas de 90.000 nifos de paises de Europa,
Latinoamérica, Asia y EEUU (Linhares et al., 2008; Phua et al., 2006; Ruiz-Palacios et
al., 2006; Vesikari et al., 2007).
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Cepa parental (Serotipo)

Rotateq Rotarix
(Merck) (GlaxoSmithKline)
Rotavirus bovino cepa Rotavirus humano cepa

WC3 (P7[5]G6)

89-12 (P1A[8]G1)

Composicion

5 recombinantes: 4 con el
gen VP7 de los serotipos
G1,G2,G3y G4

1 con el gen P1A[8] de la
cepa humana parental
con el resto de genes de
la cepa WC3

RIX4414, cepa 89-12 de
rotavirus humano que se
ha atenuado por cultivo
celular.

Sin recombinantes

Dosis de administracion

3 dosis orales alos 2,4 y
6 meses de edad

2 dosis oralesalos 4y 8
meses de edad

Porcentaje de protecciéon

frente a la infeccién grave 98 85
Porcentaje de reducciéon 63 42
de las hospitalizaciones
Porcentaje de excreciéon
de virus 9 <50
Comparacion
de la eficacia Porcentaje de G1 75 92
tras la eficacia en la
inmunizacién proteccién G2 63 41*
frente a la
gastroenteritis G3 83" 88
por rotavirus
de diferentes G4 48" 88
genotipos G9 65* 88

* No significativo

Tabla 1.5 Comparacién de las vacunas frente a rotavirus comercializadas actualmente.

La tasa de proteccion frente a la gastroenteritis grave por rotavirus fue del 85%

y del 100% frente a la deshidratacidon grave causada por rotavirus. También ha
demostrado ser altamente eficaz para prevenir la gastroenteritis de cualquier gravedad
causada por el serotipo predominante G1 (92% eficacia), y los serotipos G3, G4 o G9
(88% genotipo G2 (41%

estadisticamente significativa. Aunque Rotarix no ha sido eficaz frente al serotipo G2,

eficacia). La proteccion frente al eficacia) no es
ha demostrado una proteccion cruzada significativa frente a cepas con genotipo que
no sean G1 o P[8] usando un meta-analisis de los ensayos de eficacia donde la
proteccion frente a la cepa G2P[4] fue del 81%. Este estudio ha sido confirmado por
los resultados de un ensayo europeo con el seguimiento de dos temporadas
epidemioldgicas. En este estudio la eficacia frente a la gastroenteritis por rotavirus de
cualquier gravedad fue del 79%, frente a la enfermedad grave del 90% y frente a la

hospitalizacion debida a rotavirus del 96%. Con respecto a la gastroenteritis grave, la
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vacuna tuvo una eficacia del 96% frente a G1P[8] y de un 88% frente a cepas no
G1P[8] (Vesikari et al., 2007).

Se ha comprobado que no existe un incremento del riesgo de invaginacion
intestinal entre los receptores de la vacuna comparados con el placebo, durante 31

dias después de cada dosis.

La vacuna ha sido aprobada en 90 paises de todo el mundo, se han distribuido
mas de 11 millones de dosis y ha sido incluida en el calendario vacunal de 5 paises

latinoamericanos. En Espafia se comercializo en septiembre de 2006.

1.3.6.3.4. Vacunas en proyecto
Rotavirus recombinante humano-bovino

Es una vacuna recombinante tetravalente de rotavirus bovino (BRV-TV).
Incorpora 4 virus recombinantes con un unico gen de la proteina VP7 de los serotipos
humanos G1, G2, G3 0 G4 y 10 genes de la cepa de rotavirus bovino UK (G6P[7]).

Se ha realizado un estudio clinico de fase Il con la vacuna que ha mostrado
una buena respuesta inmunitaria y que no interfiere con la administracion de otras
vacunas infantiles (Clements-Mann et al., 2001). Antes de la retirada de la vacuna
RotaShield se realizé un ensayo con placebo controlado de la vacuna BRV-TV frente a
la vacuna RotaShield en Finlandia (Vesikari et al., 2006). En los receptores de la
vacuna se detect6 una respuesta de anticuerpos séricos del 97%, frente al 94% de los
receptores de RotaShield. Ambas vacunas fueron igualmente efectivas con una
eficacia del 68-69% frente a la diarrea causada por rotavirus y del 88-100% de eficacia

frente a la diarrea grave por rotavirus durante la primera temporada epidémica.

El equipo que desarroll6 esta vacuna esta planteandose dar una nueva
formulacién, que consistiria en una vacuna hexavalente para su uso en paises en
desarrollo, debido a la emergencia de los serotipos G9 y G8 en areas de estos paises
(Kapikian et al., 2005).

Recombinantes naturales entre humano-bovino

Estudios observacionales han sugerido que las infecciones por rotavirus en
neonatos confieren proteccion frente a la diarrea originada por la infeccion. Se han

evaluado dos cepas obtenidas de recién nacidos infectados asintomaticamente en

61



Introduccion

Delhi (116E) y Bangalore (1321). Estas cepas presentan los genotipos GOP[10] y
G10P[11], respectivamente. Cada cepa es un recombinante entre rotavirus humano y
bovino, pero de forma natural: 116E es un rotavirus humano con un segmento génico
que codifica la proteina VP4 que deriva de un rotavirus bovino. La cepa 1321 es una
cepa de rotavirus bovina con dos segmentos génicos no estructurales derivados de

una cepa de rotavirus humano (Cunliffe et al., 1997; Dunn et al., 1993).

Estas vacunas en proyecto estan siendo desarrollados en la India, bajo el
amparo de un consorcio internacional. Se ha realizado un ensayo de fase | de una
unica dosis o de placebo y los resultados demuestran que ambas son seguras, pero la
cepa 116E induce una mayor respuesta inmunitaria que la cepa 1321 o el placebo
(Bhandari et al., 2006).

Cepas atenuadas recuperadas de recién nacidos

Estas cepas se pueden utilizar como vacuna porque parecen estar atenuadas
de forma natural y estudios histéricos han mostrado que los recién nacidos infectados
asintomaticamente han reducido posteriormente la frecuencia y gravedad de la diarrea

por rotavirus.

En Australia se ha desarrollado la cepa RV3, que posee un genotipo G3P[6],
para evaluar su eficacia como vacuna oral. Se ha comprobado que es segura y se ha
realizado un pequefio estudio de fase Il con tres dosis de 10° ufp de la vacuna (Barnes
et al., 2002). El estudio indica que produce una inmunogenicidad relativamente baja,
segun los niveles de IgA sérica. No obstante, los receptores de la vacuna que
desarrollaron una respuesta inmunitaria estuvieron protegidos frente a la enfermedad
clinica al afio siguiente. Por ello, se han comenzado estudios de fase Il con una dosis
mayor de 10" UFP.

A pesar de la comercializacién y distribucion mundial de las vacunas Rotateq y

Rotarix existen una serie de consideraciones futuras que se deben evaluar:

1. Se recomienda administrar la vacuna en los primeros meses de edad para evitar la
aparicion de problemas de invaginacion intestinal. Pero si la primera dosis se
recibe a una edad muy temprana puede tener una baja eficacia debido a la gran
presencia de anticuerpos adquiridos de la madre, en este caso, la segunda dosis
se podria considerar como la primera dosis efectiva. Por ello, retrasar la primera

dosis puede ser conveniente para alcanzar una respuesta inmunologica 6ptima,
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mientras que para conseguir la maxima seguridad es recomendable administrarla a
una edad mas temprana. También hay que tener en cuenta que un porcentaje
importante de nifos puede recibir la vacuna a partir de los 3 meses de edad (edad
de la primera visita al médico).

Son necesarios estudios de vigilancia epidemioldgica para observar el impacto de
la vacunacion en las cepas virales circulantes. Es importante vigilar la seleccion y
sustitucion de las cepas circulantes debido a la presidn selectiva de la vacuna. Hay
que tener en cuenta que rotavirus posee dos mecanismos evolutivos para generar
diversidad que pueden conducir a cambios antigénicos, dando lugar a variantes
que no sean reconocidas por los anticuerpos. Uno es la variacion individual, que se
debe a la acumulacion de mutaciones puntuales porque la ARN polimerasa
dependiente de ARN posee una tasa de mutacion relativamente alta por la
carencia de actividad exonucleasa. Por otra parte, durante las infecciones mixtas
los segmentos génicos pueden reordenarse en una célula originando
recombinantes. Estos reordenamientos pueden alterar las interacciones entre
proteinas y modificar los epitopos reconocidos por los anticuerpos.

También son importantes los estudios para medir la proteccion cruzada frente a
diferentes serotipos de rotavirus, como G9 y G8. Estos estudios seran importantes
para asegurar que la vacuna protege a nifios de paises en desarrollo, donde son
prevalentes cepas diferentes.

La eficacia de la vacuna se ha demostrado en nifios de paises industrializados,
pero necesita ser probada en paises con bajos recursos de Asia y Africa.
Resultados previos con vacunas frente a rotavirus y otras vacunas de
administracion oral sugieren que existen multiples factores que pueden afectar
adversamente a la actuacion de las vacunas. Entre otros factores son importantes
la presencia de anticuerpos maternos, la alimentacion con leche materna, las
infecciones del intestino por bacterias o virus, la administracion de la vacuna oral
para la poliomielitis y la malnutricién. Hay que tener en cuenta que la disponibilidad
de las vacunas depende de la distribucién y del mantenimiento, incluyendo la
necesidad de una cadena de frio. Hay que promover la investigacion de vacunas
frente a rotavirus con nuevas formulaciones liquidas o en polvo o de nuevas
estrategias vacunales. El objetivo es facilitar el desarrollo de vacunas que sean
logisticamente simples de administrar en los paises pobres, que ocupen un
espacio minimo en la cadena de frio, que puedan almacenarse fuera de esta
cadena de frio por periodos razonables sin pérdida de actividad y que sean

compatibles con formatos multidosis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Desarrollar vectores virales recombinantes basados en clones de ADNc infectivos
del genoma de coronavirus que expresen eficientemente los genes de rotavirus
VP7 y VP2/VP6.

2.2. Desarrollar vectores basados en genomas de coronavirus con tropismo entérico y
adaptados a ratones, para ser administrados por via oral y que expresen las

proteinas recombinantes de rotavirus a nivel intestinal.

2.3. Expresar antigenos de rotavirus utilizando coronavirus como vectores, estudiando
especialmente el ensamblaje de particulas analogas a virus o “virus-like particles”
(VLPs).

2.4. Estudiar la respuesta inmunitaria humoral (IgG sérica y coproanticuerpos IgA)
especifica de rotavirus, asi como la produccién de citocinas en ratones
inmunocompetentes (Balb/c) e inmunodeficientes (STAT1-/-, deficientes en la

respuesta a interferén).

2.5. Evaluar la proteccion conferida por las vacunas recombinantes obtenidas, frente a
la infeccidn por rotavirus y frente a la enfermedad diarreica en el modelo de raton

lactante.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Células y cultivo celular

3.1.1. Células

Se han utilizado lineas celulares de diferentes origenes: porcino (ST), murino
(3T3, MC57, Balb Cl.7 y LR7), de simio (MA104), de hamster (BHK) y humano (CMR).

La procedencia y aplicacion de estas células son:

La linea celular ST (swine testis) (McClurkin y Norman, 1966), que deriva de
testiculo embrionario de cerdo, fue suministrada por el Dr. L. Enjuanes (Centro
Nacional de Biotecnologia, CSIC, Madrid). Esta linea celular se empleé para el

crecimiento del virus TGEV.

La linea celular pAPN-BHK (Delmas et al., 1994) proviene de la linea celular
BHK-21 (baby hamster kidney), que se ha transformado establemente con el gen que
codifica para el receptor celular del TGEV (aminopeptidasa-N porcina). Esta linea fue

cedida por el Dr. L. Enjuanes y se utilizdé para amplificar el genoma del virus TGEV.

La linea celular MA104 (Matsuno et al., 1977), aislada de rifién de mono verde
africano, fue proporcionada por el Dr. T. H. Flewett (Regional Virus Laboratory, East
Birmingham Hospital, Birmingham, Inglaterra). En esta linea celular se amplificaron las

cepas de rotavirus.

Las células LR7 (Kuo et al., 2000) son fibroblastos de raton y fueron cedidas
por el Dr. P. Rottier (Universidad de Utrecht, Holanda). Estas células se utilizaron para

replicar los virus recombinantes.

Las células MC57 y Balb CI.7 son fibroblastos de ratén y fueron facilitadas por
el Dr. L. Whitton (Scripps Research Institute, California, EEUU). En estas células se

comprobd la replicacién de los virus recombinantes en diferentes lineas celulares.

Las células humanas CMR proceden de la linea celular Caco2, que tiene su
origen en un adenocarcinoma de colon humano. Estas células han sido transfectadas
con el receptor de MHV para obtener las células CMR (Rossen et al., 1997) y fueron

suministradas por el Dr. J. W. Rossen (Universidad de Utrecht, Holanda). Estas células
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se emplearon en los estudios de replicacion de los virus recombinantes con tropismo

murino.

3.1.2. Técnicas de cultivo celular

Todas las células se cultivaron en frascos de 75 cm? (Costar) y mantuvieron en
estufa a 37 °C con 5% de CO..

El medio de cultivo celular empleado fue medio D-MEM (Gibco) para las células
ST, pAPN-BHK, LR7, CMR y MC57. El resto de cultivos celulares, MA104 y Balb CI.7
se cultivaron en MEM (Gibco). Todas las células se suplementaron con un 10% de
suero bovino fetal (SBF) (Gibco) (excepto las células pAPN-BHK que se cultivaron con
un 5% de SBF), 1% de bicarbonato sddico (Gibco), 100 Ul/ml de penicilina (Gibco),
100 ug/ml de estreptomicina (Gibco) y 100 Ul/ml de tilocina (Gibco). Las células CMR
también se suplementaron con 50 ug/ml de geneticina G418 (Sigma) para mantener el
gen transformado. La concentracion de SBF se redujo al 2% durante las infecciones y

transfecciones.

Las células se cultivaron hasta la confluencia, cuando ésta se alcanzaba se
procedié a realizar el pase del cultivo celular. La frecuencia de pase y el cambio de
frasco variaron con el tipo celular empleado, en general los cultivos se renovaron dos
veces por semana excepto las células CMR que fue de una vez por semana. El

protocolo seguido fue:

+ El medio de cultivo se descarto.

¢ Las células se lavaron dos veces con PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7°3).

¢ Se afiadié 1 ml de tripsina 0°’25%-EDTA (Gibco), se dejaron tripsinizar a 37 °C hasta
que se despegaron las células.

¢ Las células se resuspendieron en medio fresco y pasaron a un frasco nuevo o se
descartaron. El pase varié con el tipo celular, desde 1:10 en las células LR7 hasta 1:3

en las células CMR.

Las lineas celulares se conservaron en nitrégeno liquido. Para ello los frascos

se cultivaron hasta su confluencia y se realizaron los siguientes pasos:

¢ Las células se despegaron con tripsina y se resuspendieron en medio de cultivo.

¢ La suspension celular se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos.

68



+ El sedimento celular se resuspendié en 1 ml de SBF con 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma) como crioconservante en un criovial de 1’5 ml.

¢ Los crioviales se colocaron en un bafo de isopropanol (Cryo 1°C Freezing
Container de Nalgene) en el congelador de -80 °C para que la temperatura
descendiera gradualmente.

¢ Al dia siguiente, los crioviales se almacenaron en nitrégeno liquido.

3.2. Virus
3.2.1. Coronavirus

3.21.1. TGEV

El virus TGEV fue proporcionado por el Dr. L. Enjuanes. La cepa empleada en
este trabajo proviene del grupo de aislados Purdue, originarios de Indiana en 1946
(Doyle y Hutchings, 1946). El aislado se adaptd para replicar en cultivos celulares
(Haelterman y Pensaert, 1967) y fue cedido al laboratorio del Dr. L. Enjuanes. En dicho
laboratorio, el virus se ha pasado en cultivo 115 veces en células ST y clonado 5
veces seguidas. El clon seleccionado se denominé PUR46-CC120-MAD (PURA46-
MAD).

Este virus se replicé y tituld en células ST. El protocolo seguido para amplificar

el virus fue el descrito previamente por Correa et al. (1988):

¢ Frascos de 75 cm? con células confluentes, se infectaron en medio D-MEM con 2%
de SBF (Gibco) y DEAE-dextrano (80 pg/ml) (Sigma) a una multiplicidad de infeccion
(moi) de 0’1-1 unidades formadoras de placa (ufp) por célula.

¢ La adsorcion se realiz6 a 37 °C durante 1 hora.

¢ Se anadié medio de mantenimiento (D-MEM con 2% de SBF) y los frascos se
incubaron en estufa a 37 °C hasta que el efecto citopatico observado era del 80-90%.
¢ Los frascos infectados se congelaron y descongelaron rapidamente tres veces en el
congelador de -80 °C. El sobrenadante con el lisado celular se recogi6é y centrifugé a
300 g durante 5 minutos para eliminar restos celulares. El sobrenadante resultante se

dividi6 en alicuotas que se congelaron a —80 °C.

El virus se titulé segun el método descrito previamente por Correa et al. (1988),
que consiste en la formacion de placas de lisis en monocapas de células ST en medio

semi-solido. Los pasos seguidos fueron:
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+ Las células se cultivaron hasta la confluencia y se infectaron con distintas diluciones
del virus en medio D-MEM con 2% de SBF.

+ Se dejé 1 hora de adsorcion a 37 °C y después se retird el inéculo.

¢ Se anadi6 medio D-MEM con DEAE-dextrano (80 pg/ml) y agar al 0,6%, se dejo
solidificar y se incubd en estufa a 37 °C.

¢ Las monocapas infectadas se fijaron a las 48 horas post-infeccion (hpi) con

formaldehido al 10% y se tifieron con cristal violeta.

Se contaron las placas de lisis y el titulo viral se expresé como ufp/ml.

3.2.1.2. Virus recombinantes basados en el genoma de TGEV

Los virus recombinantes se han desarrollado en el laboratorio del Dr. L.
Enjuanes. Estos virus presentan el genoma de TGEV del aislado PUR46-MAD, con la
excepcion del gen S. Los virus recombinantes con tropismo porcino que expresan las
proteinas de rotavirus, contienen el gen S de la cepa PTV (Sptv), que es una cepa con
tropismo respiratorio. Estos virus proceden del vector pBAC-rTGEV-FL. Los virus
recombinantes con tropismo murino poseen un gen S quimérico entre el gen S del
aislado de TGEV PUR-C11 (Sc11) (Almazan et al., 2000; Gonzalez et al., 2002) (con
tropismo entérico) y el gen S de MHV cepa A59.

Los virus recombinantes con tropismo murino se replicaron y titularon en

células LR7.

Se utilizé el mismo protocolo de replicacion que para el virus TGEV.

Los virus se titularon mediante inmunofluorescencia indirecta.

3.2.2. Rotavirus

3.2.2.1. Cepa de rotavirus bovino RF

La cepa de rotavirus RF fue proporcionada por el Dr. J. Cohen (Laboratoire de
Virologie et d’'Immunologie Moleculaire, INRA, Domaine de Vilvert, France). Este virus
es el donante de los genes que codifican las proteinas de rotavirus que han sido

clonadas en el genoma del TGEV.
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La cepa RF se replicé en células MA104 de la siguiente manera:

+ Antes de inocular las células se activé el virus en presencia de tripsina (10 uyg/ml de
tripsina tipo IX de Sigma) durante 30 minutos a 37 °C. La tripsina escinde la proteina
VP4 en VP5* y VP8* facilitando la adsorcion y la entrada del virus a la célula.

¢ Las células MA104 se infectaron en medio MEM sin SBF y con 0’5 pg/ml de tripsina
tipo IX (Sigma). La adsorcion viral se realizé durante 1 hora a 37 °C.

¢ Después de la adsorcién el inoculo se retiré y se afiadio medio MEM sin suero con
0’5 pg/ml de tripsina. Las células inoculadas se incubaron en estufa a 37 °C, hasta que
el efecto citopatico era del 80-90%.

¢ Los frascos infectados se congelaron y descongelaron rapidamente tres veces. El
sobrenadante de esta infeccion se recogio y se centrifugé a 300 g durante 5 minutos
para eliminar restos celulares. El sobrenadante resultante se dispensé en alicuotas y

se congel6 a —80 °C.

El titulo viral se determiné mediante inmunofluorescencia indirecta.

3.2.2.2. Cepa de rotavirus murino EDIM

La cepa de rotavirus murino EDIM (epizootic diarrhea of infant mice),
procedente del laboratorio del Dr. R. Ward (Children’s Hospital, Cincinnati, Ohio,
EEUU), se empled en los ensayos de proteccién en raton lactante. Para ello se
determind la dosis que produce diarrea en el 50% de los animales inoculados (DDsy),

mediante la inoculacién oral de ratones lactantes con diluciones seriadas del virus.

3.3. Animales

Se utilizaron dos lineas de ratones, ratones inmunocompetentes Balb/c
(Charles River) y ratones inmunodeficientes STAT1-/-, deficientes en respuesta a

interferén (Lassnig et al., 2005), que fueron cedidos por el Dr. L. Enjuanes.

Se emplearon ratones hembra de 6 a 8 semanas de edad, en jaulas adecuadas

con 5 ratones por jaula.

Una vez inoculados, los ratones se mantuvieron en una cabina de seguridad
con presion negativa (UA-I de EuroAire), para evitar la diseminacion de los virus

recombinantes al ambiente.
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3.4. Generacion de los vectores recombinantes

La generacién de los vectores virales ha sido posible gracias a la construccion
en el laboratorio del Dr. L. Enjuanes de un ADNCc infectivo que codifica el genoma
completo de TGEV. Debido al tamafio del genoma, superior a 36 Kb, este ADNc se ha
ensamblado como un cromosoma artificial bacteriano (BAC) (Almazan et al., 2000;
Gonzalez et al., 2002). Este vector codifica la secuencia completa del aislado de TGEV
PUR46-MAD (Penzes et al., 2001). Para manipular un genoma viral tan grande se han
introducido sitios Unicos de restriccion para endonucleasas en el extremo 5 de cada
unidad génica. Ademas, ha sido necesario duplicar las TRS que preceden cada gen,
porque estos se hallan solapados (Ortego et al., 2003). El vector se ha denominado
pBAC-TGEV-Spry-RS.

Este trabajo ha sido desarrollado en el laboratorio del Dr. L. Enjuanes.

3.4.1. Clonacién de los genes que expresan las proteinas de rotavirus en el
genoma de TGEV

Los genes que expresan las proteinas de rotavirus VP7 (ORF9), VP2 (ORF2) y
VP6 (ORF6) se amplificaron por PCR a partir de los plasmidos pcDNA-RfORF9,
pcDNA-RfORF2 y pcDNA-RfORFG, respectivamente (proporcionados por J. Cohen).

Para amplificar la ORF9 y la ORF6, se utilizaron cebadores que introdujeron

sitios de restriccidon en los extremos 3’ y 5’ del producto de PCR para las enzimas de
restriccion Mlu 'y Bip | (Tabla 3.1).
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) (b)

Oligonucleétidos® Secuencia

5-GCACGCGTCATTACAGGTCCTTGTATGGACTATATAATTTACAGATTTC

5'-ORF9-VS
TGCTTATAGTGATCTTGGCC-3'
3-ORF9-RS 5-GCGCGCTAAGCTACACTCTATAGTAGAACGCCGACGAAT-3’
5-ORF6.VS 5-GCACGCGTCATTACAGGTCCTTGTATGGATGTCCTGTACTCCTTGTCA
AAAACTCTTAAAGATGC-3
5’-ORF6-RS 5-GCGCGCTAAGCTCATTTGACAAGCATGCTTCTAATGG-3

(a) VS (“virus sense”), sentido viral o polaridad positiva; RS (“reverse sense”), sentido antiviral o
polaridad negativa.

(b) Cada uno de los oligonucleétidos incluye los sitios de restriccion Mlu | y Bip |, respectivamente
(nucleotidos sefialados en cursiva y subrayados). Los codones de iniciacion estan subrayados. La TRS

correspondiente al gen 3a de TGEV se indica en cursiva.

Tabla 3.1 Oligonucleétidos utilizados para la clonaciéon de la ORF9 y ORF6 de rotavirus

en el genoma del TGEV.

En el caso de la ORF2 se optd por una estrategia de clonaciéon en dos pasos,
para evitar la aparicion de mutaciones durante la amplificacion por PCR debido a su
gran tamafio (2’7 Kb). Inicialmente, se amplificé el extremo 5 de la ORF2 mediante
PCR utilizando los oligonucleétidos BamMIuORF2a-VS y Bsgl-ORF2a-RS (Tabla 3.2).
El producto de PCR resultante se digirié con las enzimas de restriccion Bam Hl y Bsg |
y cloné en los sitios correspondientes dentro del plasmido pcDNA-RfORF2. Este
plasmido se denominé pcDNA5MIu-Rf2. Posteriormente, se amplificd el extremo 3’ de
la ORF2 por PCR utilizando los oligonucleétidos XemBIpORF2b-VS y Bbsl-ORF2b-RS
(Tabla 3.2). El producto final de PCR se digirié con las enzimas de restriccion Xcm |y
Bbs | y se clondé en los sitios correspondientes del plasmido pcDNA5SMIu-Rf2,
generando el plasmido pcDNA5S5MIu3BIp-Rf2, que contiene la ORF2 completa

flanqueada por los sitios de restriccion Miu |y Blp .
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Oligonucleétidos® Secuencia®™

5-GCGGATCCACGCGTCATTACAGGTCCTGTATGGCGTACAGGAAACGTGGA
GCGCG-3’

5-BamMIuORF2a-VS

3’-Bsgl-ORF2a-RS 5-CACAAGGATTCAAAATTGTCATG-3’

5-XcmBIpORF2b-VS 5-AAGCCAACCCCACTGTGGCTAAGCCCCCAATTCTGCAGATATCCATCAC-3

3’-Bbsl-ORF2b-RS 5-GCGCCGTACAGGGCGCGTGGGG-3

(a) VS (“virus sense”), sentido viral o polaridad positiva; RS (“reverse sense”), sentido antiviral o
polaridad negativa.

(b) El oligonucledtido 5-BamMIuORF2a-VS incluye los sitios de restriccion Bam HI (nucleétidos
sefialados en cursiva y subrayados) y Mlu | (nucleétidos con doble subrayado) y la TRS del gen 3a
de TGEV. El oligonucledtido 5-XcmBIpORF2b-VS contiene los sitios de restriccion Xcm |

(nucledtidos sefialados en cursiva y subrayados) y Blp | (nucleétidos con doble subrayado).

Tabla 3.2. Oligonucleétidos utilizados para la clonacién de la ORF2 de rotavirus en el
genoma de TGEV.

A continuacion, la ORF2, la ORF6 y la ORF9 se digirieron con las enzimas Miu
| v Blp I. Los productos de digestién se clonaron en el plasmido denominado
pACNR1180-TGEV-Spry-RS, reemplazando los genes 3a y 3b que no son esenciales
para la replicacion de TGEV. El resultado fue la obtenciéon de los plasmidos
intermedios pACNR1180-TGEV-Spn-RS-A3ab-ORF2, pACNR1180-TGEV-Spry-RS-
A3ab-ORF6 y pACNR1180-TGEV-Spr/-RS-A3ab-ORF9, respectivamente. Dichos
plasmidos se digirieron con las enzimas Mlu | y Bam HI y los fragmentos obtenidos se
clonaron en el plasmido pBAC-TGEV-Spry-RS-A3ab para generar los plasmidos pBAC-
TGEV-Spry-RS-A3ab-ORF2, pBAC-TGEV-Spr/~-RS-A3ab-ORF6 y pBAC-TGEV- Spry-
RS-A3ab-ORF9, respectivamente.

A la hora de generar un vector viral bicistronico basado en el genoma de TGEV
que expresara las proteinas VP2 y VP6 de rotavirus, fue necesario originar una TRS
adicional a partir del gen N de TGEV, a la que se denominé TRS,,y (Alonso et al.,
2002). La ORF6 se amplifico nuevamente por PCR utilizando un nuevo par de
oligonucledtidos; 5’-Blp-22NORF6-VS y 3-SwaORF6-RS (Tabla 3.3).
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Oligonucleétidos® Secuencia®

5-CCGCCGCTAAGCAAAATTATTACATATGGTATAACTAAAGAAAATG

5’-Blp-22NORF6-VS
GATGTCCTGTACTCCTTGTCA-3'

3’-Swa-ORF6-RS 5-GCGCATTTAAATCATTTGACAAGCATGCTTCTAATGG-3’

(a) VS (“virus sense”), sentido viral o polaridad positiva; RS (‘reverse sense”), sentido antiviral o
polaridad negativa.

(b) El oligonucledtido 5'-Blp-22NORF6-VS contiene el sitio de restriccion Bip | (nucledtidos subrayados)
y 22 nucledtidos de la secuencia 5’ que flanquea el gen N (TRS,2y) (nucledtidos sefialados en cursiva).
El oligonucleétido 3-SwaORF6-RS incluye el sitio de restriccion Swa | (nucleétidos en cursiva y

subrayados).

Tabla 3.3. Oligonucleétidos utilizados para la clonacion de las ORF2 y ORF6 de rotavirus

en el genoma de TGEV.

El fragmento de PCR obtenido, se cloné en los sitios de restriccion Blp | y Swa |
del plasmido pACNR1180-Spr-RS-A3ab-ORF2, generando el plasmido intermedio
pACNR1180-Sp1y-RS-A3ab-ORF2-TRS,n-ORF6.  Dicho  plasmido  se  digirié
posteriormente con las enzimas Mlu | y Bam HI, y el fragmento obtenido (que contiene
las ORF2 y ORF6 de rotavirus) se cloné en el pPBAC-TGEV-Spr~-RS-A3ab, generando
el vector bicistronico pBAC-TGEV-Spr/-RS-A3ab-TRS3,-ORF2-TRS.on-ORF6. Este
ultimo contiene la ORF2 de rotavirus bajo la TRS del gen 3a de TGEV y la ORF6 bajo
el promotor TRS,ony de TGEV.

3.4.2. Cambio de tropismo de los vectores virales basados en el genoma de
TGEV

El cambio de tropismo se ha realizado mediante la creacién de una nueva
proteina S quimérica entre MHV-A59/TGEV-C11 (Figura 3.1). Previamente, fue
necesario eliminar el sitio de restriccion de Mlu | del gen S de MHV-A59 (nucleétido
3264) generando un mutacion silenciosa. Para generar dicha mutacion, el gen S del
virus MHV-A59 se amplific6 mediante una PCR solapante. En una primera PCR se
utilizaron los oligonucleétidos S-MHV-2452-VS y S-MHV-3277(C)-RS (Tabla 3.4), este
ultimo incluye una mutacién puntual (Gsz64—C), que generan un fragmento de PCR del
nucledtido 2.452 al 3.277 del gen S de MHV-A59. En una segunda PCR los
oligonucledtidos S-MHV-3254-(C)-VS, que incluye una mutacién puntual (Gzzes—C), ¥y
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S-MHV-3803-RS (Tabla 3.4) se utilizaron para generar un fragmento de PCR del
nucledtido 3.254 al 3.803 del gen S de MHV. Finalmente, a partir de los productos
resultantes de ambas PCR vy utilizando los oligonucleétidos S-MHV-2452-VS y MHV-S-
3803-RS, se obtuvo un producto final que incorpora una mutacion puntual (Gzzes—C)

en el nucledtido 3.264.

Oligonucleétidos® Secuencia®

S-MHV-2452-VS 5-GTTGCTAGTGCATTAATGC-3’

S-MHV-3277(C)-RS 5-GAAATTAATACGGGTGGTTTGGC-3’

S-MHV-3254(C)-VS 5-GCCAAACCACCCGTATTAATTTC-3’

S-MHV-3803-RS 5-AACATACCAAGGCCATTTC-3’'

5-CGAAGCTTAATTAAGAAGGGTAAGTTGCTCATTAGAAATAATGGTAA
S-MHV-Hind-Pac-1-VS GTTACTAAACTTTGGTAACCACTTCGTTAACACACCATGCTGTTCGTGT
TTATTCTATTTTTG-3’
S-MHV-867-RS 5-GGTATAACTACTACGACAATC-3'

S-C11-VS 5-AAATGGCCTTGGTATGTGTGG-3'

3’-5-C11-Mlu-Bam-RS 5-GCGGATCCACGCGTAAGTTTAGTTCTTAAAGAC-3’

(a) VS (“virus sense”), sentido viral o polaridad positiva; RS (“reverse sense”), sentido antiviral o
polaridad negativa.

(b) El oligonucledtido S-MHV-Hind-Pac-1-VS contiene los sitios de restriccion de Hind Ill (nucleétidos
subrayados) y Pac | (nucledtidos en negrita). El oligonucleétido 3'-S-C11-Mlu-Bam-RS contiene los

sitios de restriccion de Mlu | (nucledtidos subrayados) y Bam HI (nucleétidos en negrita).

Tabla 3.4. Oligonucleétidos utilizados para la clonaciéon del gen quimérico de la espicula

murina/porcina.
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Figura 3. 1. Construccion del vector viral con tropismo murino. El ADNc que codifica el
gen S de MHV (pGem-4Z-Syhv.ase) CONtiene una secuencia que es reconocida por el enzima de
restriccion Mlu | y que fue necesario eliminar mediante una PCR solapante. Después, se
insert6 mediante PCR el inicio del gen 3a de TGEV y se afiadié el sitio de restriccion del
enzima Pac | dando lugar al ADNc pGem-4Z-Synv.ase-(AMIu)-Pac. A partir del ADNc que
contiene el gen S de TGEV cepa C-11 (pGemT-S¢y4), se amplific6 por PCR la secuencia
transmembrana de TGEV y el extremo 5’ del gen, y se afadio el sitio de restriccion para la
enzima Miu |. Este amplificado se cloné en el ADNc pGem-4Z-Syy.ase-(AMIu)-Pac originando el
ADNc pGem-4Z-Sypy.ase-(AMIu)-Pac-Mlu. El

gen quimérico se clon6 en el plasmido
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pBac-TGEV-Sc41-P-M que contiene el genoma completo de TGEV, utilizando los enzimas de

restriccion Pac |y Mlu 1.

El ADN amplificado se digirié con las enzimas Xho | y Sty | y se cloné en el
plasmido pGem-4Z-Syny.ase digerido por las mismas enzimas, con el fin de obtener el

plasmido pGem-4Z-Sypy.ase-AMIul.

Para generar el plasmido pGem-4Z-Sasg.c11-Pacl-Mlul, se introdujeron los sitios
unicos de restriccién de Pac | y Mlu | en el gen S quimérico murino/porcino. El par de
oligonucledtidos S-MHV-Hind-Pac-1-VS (que incluye los sitios de restriccion para Hind
'y Pac |, 71 nucleétidos del extremo 5 del gen S de TGEV y los primeros 27
nucledtidos del gen S de MHV-A59) y el S-MHV-867-RS se utilizaron para generar un
fragmento de PCR que comprende del nucleétido 1 al 867 del gen S de MHV-A59. EI
producto de PCR se digirié con las enzimas Hind lll y Spe | y se cloné en el plasmido
pGem-4Z-Synv.aso-AMIul digerido por las mismas enzimas, generando el plasmido

pGem-4Z-SMHV_A59-AMIu I-Pacl.

Por otro lado, utilizando los oligonucleétidos S-C11-VS y 3'-S-C11-MIu-Bam-RS
(Tabla 3.4), se gener6 un fragmento de PCR que incluye desde el nucleétido 4.158 al
4.347 del gen S de TGEV-C11. El producto de PCR se digirié con las enzimas Sty | y
Bam HI y se clond en el plasmido pGem-4Z-Synv.ase-AMIul-Pacl digerido con las
mismas enzimas, para finalmente generar el plasmido pGem-4Z-Syv.ase-AMlul-Pacl-
Miul.

Para generar el plasmido pBAC-TGEV-Synv.c11 que codifica el genoma de
TGEYV de longitud completa y que incluye el gen quimérico Synv.c11, €l plasmido pGem-
4Z-Spnv-ase-AMlul-Pacl-Mlul se digirié con los enzimas Pac | y Mlu | y el gen Syuv.cit S€
cloné en el plasmido pBAC-TGEV-Sc¢41-P-M digerido con las mismas enzimas (Ortego
et al., 2003).

3.4.3. Transfecciéon de clones infectivos de TGEV y rescate de virus

recombinantes

Una vez obtenidos los plasmidos que codifican para los virus recombinantes
derivados del genoma de TGEV, se transfectaron células pAPN-BHK crecidas al 40-

60% de confluencia en placas de 35 mm de diametro (TPP). Se utilizaron 10 pg del
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plasmido que codifica el ADNc completo del virus TGEV bajo el control del promotor
de Citomegalovirus (CMV) y 15 pl de lipofectina en medio Optimem (Gibco), siguiendo
las instrucciones del fabricante. A las 6 horas post-transfeccion las células se
tripsinizaron y se plaquearon sobre monocapas de células ST, afiadiendo medio
D-MEM con SBF al 2%. A las 72 horas (o al observarse efecto citopatico) el
sobrenadante se recogié y se infectaron células ST para amplificar el virus recuperado
a partir del ADNc. Después de 3 pases, los virus se clonaron tres veces mediante

purificacion de placas de lisis.

3.5. Inmunofluorescencia indirecta

Se ha realizado inmunofluorescencia indirecta en cultivo celular y cortes
histolégicos de secciones de 6rganos. El protocolo seguido en este ultimo caso se
especifica en el apartado de inmunohistoquimica. El protocolo general de

inmunofluorescencia empleado para los diferentes tipos celulares fue el siguiente:

¢ Las células se cultivaron sobre cubreobjetos redondos (Marienfeld GmbH & Co.
KG) en placas de 24 pocillos (Costar), a una concentracion adecuada para formar una
monocapa confluente a las 24 horas (para las células CMR fue de 48 horas).

¢ La monocapa celular se infectd con las diluciones del virus en medio con 2% de
SBF y se realizé la adsorcién a 37 °C durante una hora.

+ Después de la adsorcion se retird el indculo y se afadié el medio de mantenimiento
adecuado para cada tipo celular (MEM o D-MEM con 2% de SBF).

¢ El cultivo celular infectado se incubd en estufa el tiempo establecido para cada
infeccion.

¢ Las células se lavaron con PBS y se fijaron con metanol:acetona durante 15
minutos en frio para microscopia de fluorescencia y con paraformaldehido 4% en PBS
para microscopia laser confocal. En este ultimo caso, se realizé un paso adicional para
permeabilizar las células con Triton X-100 (Sigma) 0’'1% en PBS durante 30 minutos.

¢ Se realizaron dos lavados con PBS y se incubd el anticuerpo primario diluido en
PBS con 1% albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) durante 1 hora a 37 °C.

¢ Se lavdo 3 veces con PBS y se incubé con el segundo anticuerpo anti-lgG
(especifico del primer anticuerpo) marcado con el fluorocromo deseado durante una
hora a 37 °C. Los anticuerpos utilizados se muestran en la (Tabla 3.5).

¢ Se realizaron 5 lavados en PBS y se tifid con el colorante de contraste azul de

Evans, para reducir el ruido de fondo y resaltar la fluorescencia. Este colorante no se
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utilizé para microscopia confocal para no interferir en la adsorcién del fluoréforo de
marcaje.
+ Finalmente, se realizé un montaje en portaobjetos con glicerol tamponado (Light

Diagnostics).

Las lecturas se realizaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse
E600, y las imagenes fueron capturadas con una camara Nikon Coolpix 4500 con un
adaptador para el ocular. Para las observaciones con microscopia confocal se utilizé el

microscopio Confocal Leica TCS SP con procesador de imagenes Leica Lite.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Policlonal IgG de oveja anti-rotavirus diluido a 1/200 Anti-IgG de oveja FITC diluido a
(Silenius Laboratorios). 1/200 (Sigma).

Monoclonal IgG de raton anti-VP2 diluido a 1/200. Cedido
por el Dr. J. Cohen.

Monoclonal 1gG de raton anti-VP6 (clon 2F3E7) diluido a

1/200. Obtenido en nuestro laboratorio.

Monoclonal IgG de raton anti-VP7 diluido a 1/200. Cedido Anti-lgG de raton FITC diluido a
por el Dr. J. Cohen. 1/500 (Sigma).

Monoclonales IgG de ratén anti-TGEV (3DC10 y 3DH10)
diluidos a 1/50. Cedidos por el Dr. L. Enjuanes.

Monoclonal IgG de ratén anti-S de MHV diluido a 1/200.
Cedido por el Dr. J. Fleming.

Policlonal IgG de cabra anti-rotavirus diluido a 1/200 Anti-lgG de cabra Cy5 diluido a
(Chemicon-Millipore). 1/150 (Zymed-Invitrogen).

Tabla 3.5. Anticuerpos primarios y secundarios conjugados con distintos marcadores y

diluciones empleadas en ensayos de inmunofluorescencia.
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3.6. Microscopia electronica

3.6.1. Preparacion de muestras

Las muestras para microscopia electronica procedian de cultivos celulares
infectados con los virus recombinantes. Para obtener las muestras se realizaron los

siguientes pasos:

+ Células confluentes cultivadas en placa de 6 pocillos (Nunc), se infectaron a una
moi de 1 uff por célula.

¢ Se lavé la capa celular infectada con PBS a las 8 horas post-infeccion y se fijo con
una mezcla de paraformaldehido 2% (Sigma) y glutaraldehido 2’5% (Merck) en PBS
durante una hora.

¢ La capa celular se despegd mecanicamente mediante un rascador de cultivo celular
(Costar) y las células se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos.

+ Se realizé la fijacion con tetradxido de osmio (Electron Microscopy Sciences) o
tretradxido de osmio y glucosa para el inmunomarcaje.

+ Las muestras fijadas se incluyeron en resina Epoxi (Durcupan), dejando polimerizar
en estufa a 60 °C.

+ Se realizo el retallado de una zona seleccionada del bloque obtenido y se llevé a
cabo un corte ultrafino de 60-80 nm con el ultramicrotomo (Leica UC6) con cuchilla de
diamante (Diatome).

¢ Los cortes se coloraron en rejillas de ojal de cobre para la muestra sin marcaje y de

oro para la muestra con marcaje.

Las muestras se observaron con el microscopio electronico de transmision
JEOL modelo JEM-1010 (100 KV), con camara digital MegaView Il y software de

adquisicion de imagenes "AnalySIS".

3.6.2. Inmunomarcaje con oro coloidal

Las muestras fijadas en rejillas de oro se procesaron para realizar un

inmunomarcaje con un anticuerpo especifico del siguiente modo:

+ Las rejillas se incubaron con el anticuerpo primario (monoclonal IgG de ratén anti-
VP6 de rotavirus) durante 1 hora a 37 °C.
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+ Se lavé con PBS y se incub6 con el segundo anticuerpo anti-IgG de ratén marcado
con oro coloidal 10 nm (Sigma) durante una hora a 37 °C.
+ Se realizé la tincién con acetato de uranilo y citrato de plomo (Electron Microscopy

Sciences).

3.7. Extraccion de acidos nucleicos y RT-PCR

3.7.1. Obtencion de muestras y extraccion de ARN

La extraccion de acidos nucleicos se realizd a partir de cultivos celulares y de

macerados de organos de los ratones inoculados.

Los organos de ratones inoculados con el vector viral se extrajeron
quirargicamente y se realiz6 un macerado al 10% (p/v) en PBS con antibiéticos (100
Ul/ml de penicilina (Gibco) y 100 ug/ml estreptomicina (Gibco) y antifungicos (10 U/ml
de nistatina (Sigma), con un homogenizador manual. Los macerados resultantes se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos en microcentrifuga para eliminar restos
de grasas. El sobrenadante se conservo a -80 °C hasta su analisis. Las muestras

procedentes de cultivos celulares se procesaron directamente.

El ARN se extrajo con Trizol-LS (Invitrogen) partiendo de 100 pl del macerado
de drganos o del sobrenadante del cultivo celular. Se siguieron las instrucciones del

fabricante:

¢ Se mezclaron 300 pl de Trizol-LS con 100 ul de muestra y se incubaron 5 minutos.
¢ Se anadié 80 pl de cloroformo y se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

¢ Se centrifugé a 12.000 g 15 minutos a 2-8 °C. Se recuper6 la fase acuosa, donde
se encuentra el ARN.

+ Se anadié 200 pul de alcohol isopropilico a la fase acuosa y se incubd 10 minutos a
temperatura ambiente.

¢ Se centrifugd a 12.000 g 10 minutos a 2-8 °C. EI ARN precipita formando un
sedimento gelatinoso en el fondo del tubo.

+ El sobrenadante se descarté y el ARN se lavo con 400 ul de etanol 75% de agua
DEPC (Sigma).

¢ Se centrifugé a 7.500 g durante 5 minutos a 2-8 °C.

¢ El sedimento de ARN se seco ligeramente a 35-45 °C.
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+ El ARN se disolvié en 50 pl de agua libre de RNAasas, mediante el paso de la

solucién a través de una punta de pipeta e incubando 10 minutos a 55-65 °C.

A las muestras procedentes del macerado de érganos se le afiadié inhibidor de
RNAasas (RNAsin de Promega).

3.7.2. Reacciones de RT y PCR

El ARN obtenido se procesé mediante reacciones de retrotranscripcion (RT) y

de amplificacion (PCR) con cebadores especificos (Tabla 3.6).

Los cebadores utilizados para detectar los diferentes genes y sus

caracteristicas se muestran en la Tabla 3.7.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa

y tincién con bromuro de etidio (0’5 pg/ml).
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RT con la enzima AMV

ARN 5 ul

*

Cebador Reverse 10 uM 1 pl Ciclo previo a 65 °C 5 min.

Agua DEPC 3l
Tampdn 5X 3l
dNTPs 10 mM 05l

Cicloa 42 °C 35 min.
AMV 10 Ul/ul (Promega) 0’5 pl

Agua DEPC 2yl

TOTAL 15l

*En el caso de ARN de rotavirus el ciclo previo fue de 97 °C 5 min.

PCR con la enzima Taq polimerasa

ADNc 5l
Tampén 10X 5ul
Ciclo inicial a 94 °C 2 min.
Cl,Mg 50mM 2 ul
dNTPs 10mM 0’5 40 ciclos de:
Desnaturalizaciéon a 94 °C 1 min.

Taq Polimerasa 5 Ul/ul 05wl Hibridacién a t? variable 1 min, 20 seg.

. M
(Biotools) Extension a 72 °C 2 min.
Cebador Forward 10 uM 3ul Ciclo final de extension a 72 °C 10 min.
Cebador Reverse 10 uM 3l
Agua milliQ 31 ul
TOTAL 50

Tabla 3. 6. Reacciones de retrotranscripcion (RT) y amplificacion del ADN (PCR). Se

indican las cantidades necesarias de reactivo para una reaccion. A. RT. B. PCR.

84



Cebador Cebador Tamaio del
Secuencia detectada

Forward Reverse amplificado (pb)
Gen N de coronavirus Leader15 TN224 309
Gen VP7 de rotavirus clonado en el virus
Leader15 VP7-RF 228
rTGEVS.MHv-VP7
Gen VP6 de rotavirus clonado en el virus
Leader15 VP6-4 253

rmG EVS_MHVVPZNPG

Gen de la 3-Gliceraldehido-fosfato
deshidrogenasa de ratéon (Control de la GAPDH-F GAPDH-R 350
extraccion de ARN)

Localizacién en el genoma
(nt)

Nombre Secuencia

Secuencia lider de los ARNs de
Leader 15 5 GTGAGTGTAGCGTGGCTATATCTCTTC 3'
coronavirus (15-41)

TN224 5' CCTTCACCATGCGATAGC 3' Gen N de coronavirus (224-241)
VP7-RF 5' CTGCATACGCAGTATCCATTG 3' Gen VP7 de rotavirus RF (233-253)
VP6-4 5 GGTAAATTACCAATTCCTCCAG 3 Gen VP6 de rotavirus (166-187)
GAPDH-F 5" TGC ATC CTG CACCACCAA CT 3’ Gen GAPDH de ratén (502-520)
GAPDH-R 5" TGC CTGCTT CACCACCTTC 3’ Gen GAPDH de ratén (832-850)

Tabla 3.7. Aplicacion y caracteristicas de los cebadores empleados para analizar los
virus recombinantes. A. Cebadores utilizados para detectar genes de TGEV, de rotavirus
clonados en el genoma de TGEV y de raton. También se indica el tamafio del fragmento que

amplifican. B. Caracteristicas de los cebadores empleados.
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3.8. Inmunohistoquimica

3.8.1. Preparacion de cortes histolégicos

Los estudios histologicos se realizaron en ratones deficientes STAT1-/- debido
a que la deficiencia en la respuesta al interferon permite una mayor replicacion viral
(Durbin et al., 1996; Meraz et al., 1996).

Se inocularon 4 ratones homocigéticos STAT1-/- por via intragastrica e
intranasal con 2 x 10° uff del virus rTGEVg.yyy Al segundo y tercer dia post-inoculacion
se sacrificaron dos ratones cada dia y se extrajeron fragmentos de los intestinos
delgado y grueso, higado, bazo y pulmén. Las secciones se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS. Tras la fijacion las muestras se incluyeron en
parafina. Después de la inclusion se obtuvieron bloques de parafina en el procesador
Leica ASP 300 S. A partir de los bloques se obtuvieron cortes de 2 um de grosor con
el microtomo (Leica RM 2155). Los cortes se montaron en portaobjetos con poli-lisina

(Polysine, Menzel-Glaser), para la correcta fijacion del corte.

3.8.2. Inmunohistoquimica

Una vez fijados los cortes en cubreobjetos, éstos se trataron de la siguiente

forma:

¢ Las muestras se desparafinaron en estufa a 65 °C durante 1 hora y después se
pasaron por diluciones de xilol graduales.

¢ Las muestras se hidrataron pasando por diluciones graduales de alcoholes (100°,
60°y 70°) y se lavaron con agua destilada.

¢ Los portaobjetos se incubaron en tampén citrato 10 mM (citrato sédico 10 mM, pH
6) a 98 °C durante 40 minutos para realizar el desenmascaramiento antigénico.

¢ En el caso del marcaje con peroxidasa (HRP), se inhibid la peroxidasa endégena
durante 30 minutos con metanol conteniendo 3% de H,0..

¢ Antes de la incubacion con el anticuerpo primario (anti-N de TGEV), se bloque?¢ el
colageno con suero fisiologico con 20% de SBF. El anticuerpo se incubd una hora a
temperatura ambiente.

¢ Después de lavar en PBS, se anadié el segundo anticuerpo anti-lgG de raton
marcado con HRP del kit de Envision (EnVisionTM+ System, HRP, DAKO) o marcado
con isotiocianato de fluoresceina (Sigma). En el marcaje con HRP se realizé el

revelado con diaminobencidina (DAB)
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¢ Por ultimo, en el caso del marcaje con HRP se realizd un contraste con
hematoxilina de Harris. Los portaobjetos se deshidrataron en diluciones graduales de
alcoholes y xiloles para realizar el montaje con Entellan (Merck). En el caso del
marcaje con fluoresceina, se realizé un contraste con azul de Evans y el montaje se

hizo con glicerol tamponado (Light Diagnostics).

3.9. Inmunizaciones

En los estudios de inmunizacién se utilizaron ratones hembras Balb/c vy
STAT1-/- inoculadas con 10° ufffratén de virus recombinante procedente de la
infeccién de cultivos celulares. Cada grupo de inoculacién estaba formado por 5
ratones. El suero de cada animal se analizé previamente mediante ELISA para

confirmar su negatividad para anticuerpos anti-rotavirus.

Los in6culos viricos se administraron por tres vias: intragastrica, intragastrica-
intranasal e intraperitoneal. Por la via intragastrica se inocularon 200 ul con una sonda
adecuada (Harvard Apparatus). Por la via mixta intragastrica-intranasal se inocularon
10 upl con una micropipeta a animales anestesiados. Por ultimo, por la via
intraperitoneal se inocularon 100 pl empleando jeringuillas de 1 ml con una aguja de

28 gauge a animales previamente anestesiados.

La pauta de inoculacién consistié en tres dosis a intervalos de 15 dias. Las
muestras de suero se obtuvieron 15 dias después de cada inoculacién. Las muestras
de heces se recogieron 20 dias después de cada inoculacién (Figura 3.2). El suero se
obtuvo por centrifugacion a 3.000 rpm de la sangre obtenida mediante la puncién en el
seno maxilar. Las muestras de suero se conservaron a -30 °C hasta su analisis. Las
heces se congelaron suspendidas en PBS a una concentracién de 100 mg/ml. Para su
analisis estas muestras se homogeneizaron y se centrifugaron a 5.000 rpm en

microcentrifuga. Los sobrenadantes se analizaron por enzimoinmunoensayo.

87



12 inoculacion 22 inoculacion 32 inoculacion

\ 4 \ 4 \ 4
| o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 Dias postinoculacion

ﬂ ﬂ ﬂ Extraccion de sueros
I I t Recogida de heces

Figura 3.2. Esquema de inoculaciones y posterior extraccion de sueros y recogida de
heces de ratones Balb/c y STAT1-/- inoculados por diferentes vias con los virus

recombinantes con tropismo modificado por el ratén.

3.10. Determinacion de anticuerpos

3.10.1. Niveles de anticuerpos

El andlisis de los anticuerpos séricos y fecales se realizd por la técnica de
enzimoinmunoensayo, previamente descrita por Colomina et al. (1998) con

modificaciones:

+ Placas de poliestireno de 96 pocillos (Costar) se tapizaron durante 2 horas con 10
pa/ml del antigeno purificado en tampdn carbonato/bicarbonato 0'1 M a pH 96. Las
placas se guardaron a 4 °C hasta su utilizacién.

¢ Los lavados y diluciones se realizaron con PBS-Ca (0’9 mM CI,Ca) con 0’5% de
Tween-20 (PBS-T-Ca), porque esta concentracion de calcio mantiene la estructura
nativa de la proteina VP7 (Dormitzer et al., 1994).

¢ El analisis de anticuerpos séricos de tipo IgG o IgA se realizé diluyendo los sueros
en PBS-T-Ca con 1% BSA. La determinacién de IgA en heces se realiz6 utilizando 50
ul de los sobrenadantes de las heces y 50 ul de PBS-Ca.

+ Para detectar los anticuerpos de las muestras, se emplearon anticuerpos anti-IgA o
anti-lgG de ratén conjugados con peroxidasa (Sigma) a una dilucién 1/2.000.

¢ El revelado se realizé con o-fenilenediamina (OPD) y H,O,. Después de una

incubacion de 10 minutos, la reaccion se detuvo con H,SO, 3M.

La lectura de la absorbancia se determind en espectrofotometro (384 plus

SPECTRAmax, Molecular Devices con el programa SoftMax Pro) a 492 nm.
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3.10.2. Titulacion de anticuerpos neutralizantes

Se ha realizado la titulacion de anticuerpos neutralizantes 1gG séricos anti-
rotavirus mediante el método de reduccién de focos infectivos de rotavirus RF, por

inmunoperoxidasa. El protocolo seguido fue:

¢ Células MA104 se cultivaron en 0’1 ml de medio MEM 10% SBF en pocillos de
microplacas de 96 pocillos (Costar), a una concentracién de 2 x 10° células/ml. Se
incubo 24 horas a 37 °C.

¢ El ind6culo de rotavirus se activo con tripsina tipo IX a 10 ug/ml (Sigma) durante 30
minutos a 37 °C. La dilucion del virus se preparé en medio MEM sin SBF.

¢ Los sueros se descomplementaron a 56 °C durante 30 minutos. Las diluciones
seriadas del suero se prepararon diluidas en medio MEM sin SBF, comenzando por la
dilucion 1/8.

¢ Ladilucién del virus se preparé para contar 50-100 focos por pocillo.

¢ 50 pl de la dilucion del suero se incubaron junto con 50 ul de la dilucién del virus
durante una hora a 37 °C.

¢ Las células se lavaron una vez con medio de cultivo. La dilucion del virus con la
dilucion del suero se inoculd a los pocillos y se incubd durante una hora a 37 °C.

¢ Los indculos se aspiraron y las células se lavaron una vez con medio sin suero. Se
anadio 100 ul de medio con tripsina tipo IX (Sigma) a 1 ug/ml.

¢ Laplaca se incub6 a 37 °C durante 18 horas.

+ El medio de cultivo se aspird y las células se fijaron con metanol:acetona.

+ Elfijador se retir6 y las células se lavaron con PBS.

¢ Se agregaron 100 pl/pocillo del anticuerpo primario (monoclonal anti-VP6 2F3E7)
diluido a 1/200 en PBS con 1% BSA (Sigma). Se incub6 a 37 °C durante una hora.

¢ El anticuerpo se aspird y las células se lavaron 3 veces con 100 ul de PBS.

+ Se agregaron 100 pl/pocillo del anticuerpo secundario anti-IgG de ratéon conjugado
con peroxidasa (Sigma) diluido a 1/2.000 en PBS con 1% BSA. Se incubé a 37 °C
durante una hora.

¢ El conjugado se aspir6 y las células se lavaron 3 veces con PBS.

¢ Se afadio 50 ul de sustrato DAB (Fast DAB de Sigma).

Se realizé un recuento del numero total de focos en cada pocillo. El titulo de
neutralizacién se establecié como la dilucion del suero que reduce mas del 50% de
focos de peroxidasa, con respecto a un control del virus incubado sin la dilucién del

suero.

89



3.11. Purificaciéon de antigeno virico

3.11.1. Purificaciéon de antigeno de coronavirus

Para purificar antigeno de coronavirus se realiz6 el siguiente protocolo:

¢ Monocapas de células ST se infectaron con TGEV. A las 42 horas post-infeccién se
sometieron a tres ciclos de congelacién-descongelacion.

¢ La suspension se clarificd centrifugando 20 minutos a 7.500 rpm con el rotor TA
14-50 de la centrifuga TJ-25 (Beckman Coulter).

¢ El sobrenadante obtenido se ultracentrifugd (rotor basculante SW28, centrifuga
Beckman L8-70M) a 25.000 rpm durante una hora en un colchén de sacarosa al 31%
en TEN (Tris-HCI 0°'01 M pH 7’4, EDTA 1 mM, NaCl 1M) con Tween-20 al 0'2% (v:v).

¢ El precipitado se resuspendié en 1 ml de TEN con Tween-20 al 0°05% y se depositd
en un gradiente de sacarosa (30-42%) en TEN.

¢ Se centrifug6 a 25.000 rpm durante dos horas en ultracentrifuga.

+ Las fracciones del gradiente se recogieron y se diluyé una alicuota a 1/20 con
NaOH 0’1 N porque inactiva al virus. La densidad optica se midié a 260 nm. Se
recogieron las fracciones que forman el primer pico de absorbancia y el segundo (virus
inactivado) y se anadio TEN.

¢ El sobrenadante se centrifugd en ultracentrifuga durante una hora a 25.000 rpm. El
sedimento se resuspendié en 1 ml de TNE (Tris-HCI 0°01 M pH 7’4, EDTA 1 mM, NacCl

0’1M). y se congeld a -80 °C hasta su uso.

La concentracion de proteinas se determind mediante la lectura de la densidad
6ptica a 260 nm (Helios Unicam spectrophotometer, Unicam Spectrometry) de una

dilucion 1/60 en NaOH 0’1 N y aplicando la siguiente formula:

Concentracion de proteinas (mg/ml)=0'1xAbsorbancia a 260nm x

dilucion
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3.11.2. Purificacion de antigeno de rotavirus

El antigeno de rotavirus se purific6 como sigue:

¢ Células MA104 se infectaron con la cepa RF de rotavirus. Cuando el efecto
citopatico fue superior al 90% se sometieron a tres ciclos de congelacion-
descongelacion.

¢ La suspension resultante se clarificé centrifugando a 12.000 rpm durante 25
minutos, en rotor TA 14-50 de la centrifuga TJ-25 (Beckman).

¢ El sobrenadante con virus extracelular se separo y el sedimento se resuspendio en
0’5 ml de tampoén TNC (Tris 0'05 M, CINa 0’15 M, Cl,Ca 0’05 M).

+ Se realizé una extraccién con ftricloro-trifluoro-etano (Fluka) para extraer el virus
intracelular.

¢ Las dos extracciones se juntaron y se centrifugaron durante 2 horas en
ultracentrifuga a 50.000 rpm a 5 °C (rotor 70.1 Ti, centrifuga Beckman L8-70M).

¢ Finalmente, el sedimento se resuspendido en 300 uyl de tampén TNC (0'05 M
Tris-HCI, 0’15 M NaCl, 0’01 M Cl,Ca).

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford

(BioRad) y finalmente se conservo congelado a -80 °C.

3.12. Deteccion de citocinas

Los niveles de 10 citocinas se determinaron a partir de cultivos celulares de
esplenocitos y sueros de ratones inoculados con los virus recombinantes. Se
inocularon un grupo de 3 ratones con el virus rTGEVs.yuy y otro grupo de 6 ratones
con el virus rTGEVsuqv-VP7 (Figura 3.3). La dosis viral en ambos casos fue de 10°

uff/raton.

12 Inoculacién 22 Inoculacién 3?2 Inoculacién

\ 4 \ 4 \ 4
0 2 10 15 25 30 40 Dias post-inoculacion

ﬁ ﬁ ﬁ Esplenocitos en cultivo
' ' ' ' Extraccion de suero

Figura 3.3. Esquema de inoculaciones y posterior extraccion de sueros y obtencién de

esplenocitos de ratones Balb/c inoculados con los virus rTGEVs.yuy Y rTGEVs.yy-VP7.
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3.12.1. Obtencién de muestras

3.12.1.1. Obtencion del suero

La sangre de los ratones inoculados con los virus recombinantes se extrajo a
los dos dias post-inoculacion. El suero se obtuvo por centrifugacion a 3.000 rpm
durante 5 minutos en microcentrifuga de la sangre obtenida mediante puncion en el

seno maxilar.

3.12.1.2. Cultivo de esplenocitos

Los ratones inoculados con los virus recombinantes se sacrificaron a los 10
dias post-inoculacion y se les extrajo el bazo. A continuacion se realizaron los

siguientes pasos:

¢ El bazo se lavé con medio RPMI (Gibco) 2% SBF y se disgregd con un tamiz celular
(Sigma). Se obtuvieron células individuales que se resuspendieron en medio RPMI
10% de SBF.

¢ Las células se centrifugaron a 300 g durante 7 minutos. El sedimento celular se
resuspendid en 5 ml de solucion de lisis de eritrocitos (155 mM NH,CI, 10 mM KHCOg;
y 1 mM Na,EDTA a pH 7’3).

¢ Los tubos se centrifugaron y se descartdé el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en medio AIM-V (Gibco). Se realizé un recuento de células viables en
camara de Neubauer con azul Tripan. La concentracion celular se ajusté a 2’5 x 10°

células/pocillo de una placa de 24 pocillos.

Las células se estimularon con el virus rTGEV (2 x 10° uff), rotavirus cepa RF (5 x
10° uff), concanavalina A (5 pug/ml) como control positivo y sin estimular. Se recogieron

alicuotas a los 2 y 5 dias post-infeccion.

3.12.2. Determinacién de la concentracién de citocinas por citometria de flujo

La determinacion de citocinas se realizd mediante un inmunoensayo con
microesferas fluorescentes (FlowCytomix Mouse Th1/Th2 10 plex, Bender

MedSystems). Se siguieron las instrucciones del fabricante:

+ El tampdn de dilucidon se preparé a 1/10 en agua destilada. A partir de éste se

prepararon el conjugado de la biotina y de las microesferas a la dilucion 1/20 cada una
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y el estandar. Este ultimo es un polvo liofilizado que se reconstituyé a la diluciéon
indicada y se diluyd a 1/20, después se realizan diluciones seriadas 1/4 desde el
estandar 2 al estandar 7.

¢ Los pocillos de la placa se remojaron con el tampdn de dilucion.

¢ En cada pocillo se anadié 25 ul de los estandares, de la muestra o del tampoén para
el blanco.

¢ Se anadié 25 pul de las microesferas a todos los pocillos.

¢ Se agregaron 50 ul de la mezcla del conjugado de biotina.

¢ La placa se cubrié para protegerla de la luz e se incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente.

¢ Los pocillos se lavaron dos veces con tampon usando el filtrador de vacio de
microplacas (Biomek® FX Filtration Systems, Beckman Coulter).

+ Se anadio 100 ul de tampdn de dilucién y 50 pl de estreptoavidina-ficoeritrina a una
dilucion 1/30 en tampdn de dilucion.

¢ La placa se cubrié para protegerla de la luz y se incubd durante una hora a
temperatura ambiente.

¢ Los pocillos se lavaron dos veces con tampon de dilucidon usando el filtrador de
vacio de microplacas.

¢ Se agregaron 200 pl del tampon de dilucion y se mezclaron los componentes por
aspiracion repetida en cada pocillo. El contenido de cada pocillo se transfirié a una

microplaca de 96 pocillos de poliestireno.

La lectura se realiz6 por citometria de flujo en un citdmetro capaz de leer
directamente la microplaca de 96 pocillos (Cytomics FC 500 MPL Flow Cytometry

System con Software MXP, Beckman Coulter).

3.13. Estudios de protecciéon

Se obtuvieron ratones recién nacidos del cruzamiento de 2 ratones Balb/c
hembra, inmunizadas con el virus rTGEVs uyn-VP7 por la via intraperitoneal y de dos
hembras inmunizadas por la via intragastrica-intranasal, con machos no inoculados.
Las camadas de crias de 5 a 7 dias de edad se inocularon oralmente con 10 ul de
EDIM o RF. La dosis de EDIM fue 10 veces la dosis diarreica 50 (DDso), que se
determind mediante la inoculacion oral de ratones lactantes con diluciones seriadas
del virus. La dosis de RF fue de 2 x 10° uff/raton, que induce diarrea en el 90% de los

ratones inoculados (Coste et al., 2000).
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Se examind la presencia de diarrea durante 4 dias después de la inoculacion.
Se considerd diarrea la emision de heces liquidas o pastosas, de aspecto brillante y
amarillo tras un suave masaje abdominal al ratén, junto a la presencia de material fecal

en la piel alrededor del ano.

3.14. Anadlisis estadistico

Se han aplicado pruebas no paramétricas para detectar la presencia o
ausencia de diferencias significativas en los estudios de analisis de anticuerpos y de
produccién de citocinas. Para comparar muestras independientes se utilizé la prueba
de Mann-Whitney. En el caso de muestras apareadas se empleé la prueba de rangos
de Wilcoxon. En todos los casos se consideré un nivel de significatividad del 0’05.
Para realizar los calculos estadisticos se recurrié al programa de analisis estadistico
SPSS (Lead Technologies, Inc.).
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4. RESULTADOS

4.1. Diseiio de virus recombinantes basados en el genoma de TGEV que

codifican las proteinas VP7 y VP2/VP6 de rotavirus

Este trabajo se basa en la aplicacion de un ADNc infeccioso que contiene el
genoma completo del virus TGEV (pBAC-TGEVsper-RS), desarrollado en el
laboratorio del Dr. L. Enjuanes. El ADNc infeccioso de TGEV se utiliz6 como vector de
expresion de la ORF9 de rotavirus, que codifica la proteina estructural VP7.
Simultaneamente, se desarrollé otro virus vector que contiene la ORF2 y la ORF6 de
rotavirus, que expresa las proteinas estructurales VP2 y VPG, respectivamente, con el

objetivo de producir VLPs de rotavirus.

En este vector viral se han deleccionado los genes no esenciales 3a y 3b para
reemplazarlos por el gen o los genes heterélogos, permitiendo una mayor capacidad

de clonacion.

4.1.1. Generacion de virus recombinantes que expresan la proteina VP7 de

rotavirus

4.1.1.1. Construccion de un ADNc infeccioso de TGEV que codifica la ORF9 de

rotavirus

El gen heterdlogo ORF9 de rotavirus se insertd en el ADNc infeccioso de TGEV
para expresar la proteina VP7 mediante las técnicas descritas en Material y métodos
(apartado 3.4.1). Los genes no esenciales 3a y 3b se deleccionaron, pero fue
necesario conservar la TRS del gen 3a de TGEV para que la secuencia heteréloga se
transcribiera (Figura 4.1). El vector generado se denomin6é pBAC-TGEVs.prv-RS-A3ab-
TRS3,-VP7.
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Figura 4.1. Esquema del vector viral derivado del genoma de TGEV que codifica la ORF9
de rotavirus. Se muestran los diferentes vectores virales utilizados para generar el vector viral
con el gen ORF9 de rotavirus. Este gen se cloné reemplazando la deleccion de los genes no
esenciales 3a y 3b de TGEV, y se encuentra bajo el control de la TRS del gen 3a de TGEV.
Los genes de TGEV se indican en la parte superior del esquema del genoma como 1a, 1b
(ORF 1a/1b), S, E, M, N y 7, UTR. También se indican los sitios correspondientes a las
enzimas de restriccion (Mlu | y Bip 1) utilizadas para la clonacion del gen heterdlogo de

rotavirus.

4.1.1.2. Obtencion de virus recombinantes que expresan la proteina VP7 de

rotavirus

El plasmido pBAC-TGEVspr-RS-A3ab-TRS;3,-VP7 se transfectd en células
pAPN-BHK. A las 48 horas post-transfeccion se recuperaron virus recombinantes del
sobrenadante celular. Los virus recombinantes se amplificaron mediante tres pases
sucesivos en células ST. A continuacion, se clonaron tres veces mediante el
aislamiento de placas de lisis en medio semi-sdlido, para obtener un clon purificado
que expresara establemente la proteina VP7. El virus recombinante rTGEVspmy-VP7
se amplificé cinco veces y la cinética de crecimiento se analizé en células ST (Figura
4.2). El virus mostré una cinética de crecimiento similar a la del virus parental,

llegandose a obtener titulos de hasta 3 x 10’ ufp/ml a las 48 horas post-infeccién.
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Figura 4.2. Cinética de crecimiento del virus rTGEVg.p1y-VP7 en cultivo de células ST. La
grafica muestra la cinética de crecimiento del virus rTGEVs pry-VP7 después de tres rondas de
purificacion mediante el aislamiento en placas de lisis. A las horas indicadas se tomd una
alicuota que se titul6 mediante la formacion de placas de lisis. Como controles se incluyeron los
virus TGEVg pry-A3ab y TGEV-wt.

En cada paso de amplificacién y purificacion, se extrajo el ARN de las células
ST infectadas con el virus recombinante para analizar la presencia del gen heterélogo
mediante RT-PCR. Los primeros 224 nucleétidos del ARN subgendmico del gen N de
coronavirus se amplificaron como control, para ello se utilizaron los oligonucleétidos
Leader15y TN224. Se observaron amplificados del tamafio esperado. Para comprobar
la presencia de la ORF9 de rotavirus se amplificé el gen utilizando los oligonucleétidos
Leader15 y 3'-ORF9-RS (Figura 4.3 A). Inesperadamente, se observé que el gen de
VP7 generé dos ARNs subgendmicos (ARNm VP7 y VP7.2) cuando se transcribia bajo
el control de la TRS 3a de TGEV. La explicacién de este hecho es que en la secuencia
de la ORF9 de rotavirus se encuentra un motivo de secuencia similar a la secuencia
conservada (CS) 5-CUAAAC-3’ y sus secuencias flanqueantes 5’ y 3’ (esta secuencia
se localiza en las TRS que preceden a todos los genes de TGEV y en el extremo 3’ de
la secuencia lider). Estas secuencias CS son importantes porque se ha demostrado

que son un factor determinante en la regulacion de la transcripcién de coronavirus
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cuando se encuentran en un contexto de secuencia apropiado (Lai y Cavanagh, 1997;
Sawicki y Sawicki, 1990). También se evalud la expresion de la proteina heterdloga
VP7 de rotavirus mediante inmunoflurescencia indirecta en las diferentes rondas de

amplificacién y purificacion (Figura 4.3 B).

ITG EVs.pTv'VP7

Py P, P3 P, Ps C; C; C;

ARNm VP7
ARNm VP7.2

Clon Pase 1 Clon Pase 2 Clon Pase 3 Pase 4 Pase 6

Figura 4.3. Estabilidad del gen ORF7 y de su expresion en el vector viral rTGEVs.pry-VP7.

En cada ronda de amplificacion y purificacion del virus rTGEVs pry-VP7 se analizé la presencia
del gen de rotavirus mediante RT-PCR, y su expresion por inmunofluorescencia indirecta. A.
RT-PCR para detectar la ORF9 de rotavirus. Se utilizaron oligonucleétidos que hibridan en la
secuencia lider de TGEV y en la ORF9 de rotavirus. El gen N de coronavirus se detecté como
control de la extraccion de ARN y de la RT-PCR. Para ello, se utilizé un oligonucleoétido directo
que hibrida en la secuencia lider y uno reverso que hibrida en el gen N de TGEV. B. Ensayo de
inmunofluorescencia indirecta en cultivo celular para comprobar la expresiéon de la proteina
VP7. Se utilizé un suero policlonal especifico frente a rotavirus para detectar la proteina VP7 de

rotavirus.

En conclusién, el vector viral rTGEVspn-VP7 expresd establemente el gen

ORF9 que codifica la proteina estructural VP7 de rotavirus.
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4.1.2. Generacion de virus recombinantes que expresan las proteinas VP2/VP6

de rotavirus

4.1.2.1. Construcciéon de un ADNc infeccioso de TGEV que codifica las ORF2 y
ORF6 de rotavirus

Los genes heterélogos ORF2 y ORF6 de rotavirus, que codifican las proteinas
estructurales VP2 y VPG6, respectivamente, se clonaron en el bacmido denominado
pBAC-TGEVspry-RS-FL, reemplazando los genes no esenciales 3a y 3b (Figura 4.4).
Se generé un ADNc infeccioso bicistronico que codifica el virus recombinante
rTGEVs.prv-VP2/VP6. Este virus expresa la ORF2 de rotavirus bajo el control de la
TRS del gen 3a de TGEV y la ORF6 de rotavirus bajo la TRS modificada
genéticamente del gen N de TGEV (TRS.n) (Figura 4.4). La TRS,n se insertd

inmediatamente después del codén de parada de la ORF2 de rotavirus.

Bip 1 Asc

Pac | Miu |

L 1a 7 UTR

rTGev-rs-FL + [N,

L 1a 1b S A3ab M N 7 UTR
oev-rs-asab + N S (R
L 1a 1b S E M N TUTR

rTGEV-RS-A3abTRS3,- l- AAA
-ORF2-TRS,,y-ORF6

| ORF2yp, | ORF6yps
TRS;, TRS2:n

Figura 4.4. Esquema del vector bicistrénico derivado del genoma de TGEV que codifica
la ORF2 y la ORF6 de rotavirus bajo el control de diferentes TRS. Se indica la posicion de
la ORF2 y la ORF6 de rotavirus reemplazando la deleccion de los genes no esenciales 3a y 3b
de TGEV. Se muestra una ampliacion de los genes de rotavirus clonados para sefialar que la
expresion de cada gen de rotavirus esta controlada por una TRS diferente: la TRS 3a en el
caso de la ORF2 y la TRS 22N en el de la ORF6. Los genes de TGEV se indican en la parte
superior del esquema del genoma como 1a, 1b (ORF 1a/1b), S, E, M, Ny 7, UTR. También se
indican los sitios correspondientes a las enzimas de restriccion situados entre los genes de

TGEV vy utilizados para clonar las proteinas de rotavirus.
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4.1.2.2. Obtencion de virus recombinantes que expresan las proteinas VP2/VP6

de rotavirus

Células pAPN-BHK se transfectaron con el bacmido pBAC-TGEVspry-RS-
A3ab-TRS3,VP2-TRSo\VP6. A las 48 horas post-transfeccion se recuperaron los virus
recombinantes del sobrenadante celular. La produccién viral se amplific6 mediante
cinco pases sucesivos en células ST. El virus se clond tres veces mediante
aislamiento de placas virales en medio semi-sélido para obtener un clon purificado y
que expresara establemente las VLPs de rotavirus. Se analizé la cinética de
crecimiento en cultivo celular y se comprobd que el virus recombinante mostraba una
cinética de crecimiento mas lenta que el virus parental. EI maximo titulo viral

alcanzado fue 2 x 10° ufp/ml, a las 48 hpi (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Cinética de crecimiento del virus rTGEVgpr-VP2/VP6 en cultivo de células ST.
Se representa la cinética de crecimiento del virus rTGEVg.p1y-VP2/VP6 después de tres rondas
de purificacion mediante el aislamiento en placas de lisis en células ST. A las horas indicadas
se tomd una alicuota que se tituld6 mediante la formacion de placas de lisis. Los virus

TGEVs pry-A3ab y TGEV-wt se incluyeron como controles.

100



El ARN total de células ST infectadas con el virus recombinante
rTGEVs.prv-VP2/VPB, se extrajo para analizar la presencia de los genes heterdlogos
por RT-PCR. El gen N de coronavirus se detectd como control. Para comprobar la
presencia de los genes de rotavirus se utilizé el oligonucleétido Leader15 para ambos
genes; el oligonucledtido 3’-Swa-ORF6-RS para el gen ORF6 y 3’-Bsgl-ORF2a-RS
para el gen ORF2. Los productos de PCR mostraron los tamafnos esperados para el

gen N y los ARNm pertenecientes a los genes heterélogos (Figura 4.6).

Pi P, P; C- Pi P, P; C- Py P, P; C-
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Figura 4.6. Andlisis de los ARNs subgendmicos de los genes heterélogos de rotavirus
por RT-PCR. En cada pase se aislo el ARN total de células ST infectadas con el virus
recombinante rTGEVs_p1y-VP2/VPG, con el fin de verificar la estabilidad de la transcripcién de la
ORF2 y la ORF6 de rotavirus. Para la deteccion del ARNm de las secuencias heterdlogas, se
utilizé un oligonucledtido Unico que hibrida en la secuencia lider de los ARNs subgendmicos de

coronavirus y un oligonucleétido especifico de cada gen heterdlogo.

La expresion de las proteinas estructurales VP2 y VP6 de rotavirus por el
vector viral, se analizé a las 16 hpi mediante microscopia confocal en células ST
infectadas con el virus recombinante. Se utilizaron anticuerpos monoclonales
especificos frente a las proteinas heterdlogas VP2 y VP6 de rotavirus, y frente a la
proteina N de TGEV. Para reconocer al virus TGEV silvestre, se utilizd un suero
policlonal especifico frente a TGEV (Figura 4.7). Ambas proteinas heterdlogas se

expresaron eficientemente en células infectadas con el virus recombinante.
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Figura 4.7. Analisis de la expresion de las proteinas estructurales VP2 y VP6 de rotavirus
mediante inmunofluorescencia en cultivos celulares infectados con el Vvirus
rTGEVspry-VP2/VP6. Células ST se infectaron con los virus rTGEVg pry-VP2/VP6 y TGEV-w/f,
con una moi de 1. Las monocapas se fijaron a las 16 hpi. La expresion de las proteinas VP2 y
VP6 de rotavirus, se analizé por inmunofluorescencia con microscopia laser confocal utilizando

anticuerpos monoclonales especificos para las proteinas de rotavirus y de TGEV.
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La formacién y el ensamblaje de VLPs de rotavirus se comprobd mediante
microscopia electronica en células ST infectadas con el virus recombinante
rTGEVs.prv-VP2/VP6 (Figura 4.8). Se observé una gran acumulacién de VLPs de
rotavirus en células infectadas por el virus recombinante. Las VLPs de rotavirus
expresadas por el virus mostraron una morfologia similar a las VLPs expresadas en

otros vectores de expresion, como baculovirus (Crawford et al., 1994; Kim et al., 2002).

Figura 4.8. Deteccién de particulas de doble capa de rotavirus producidas por el vector

viral recombinante rTGEVsp1y-VP2/VP6 en células ST, mediante microscopia electrénica.
Células ST se infectaron con el virus rTGEVspn-VP2/VP6. La produccién y ensamblaje de

VLPs de rotavirus se analizé mediante microscopia electrénica.

Como conclusion, el vector viral bicistronico basado en el genoma de TGEV
rTGEVsprv-VP2/VP6 expresé simultdneamente dos genes heterdlogos de rotavirus
(ORF2 y ORF®6). Para ello, se reemplazaron los genes no esenciales 3a 'y 3b de TGEV
por los genes heterdlogos, que se expresaron por primera vez bajo dos TRS

diferentes. La expresion de estas dos proteinas origind VLPs de rotavirus.
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4.2. Cambio de tropismo de los vectores recombinantes basados en el genoma
de TGEV (I'TGEVs.MHv)

Una vez comprobada la expresién eficaz de proteinas heterdlogas por el vector
basado en el virus porcino TGEV, se modificé el tropismo del vector para adaptarlo a

un modelo animal de facil manejo y amplia utilizacion, como es el modelo en raton.

4.2.1. Diseio de vectores virales basados en el coronavirus TGEV con tropismo

para la especie murina

La sustitucion del gen S de TGEV por el gen S del virus de la hepatitis del ratén
(MHV), permitira evaluar en el modelo murino la respuesta inmunitaria frente a

antigenos expresados por un vector viral basado en TGEV.

Ambos virus pertenecen a dos grupos taxondmicos distintos de la clasificacion
de coronavirus, ya que TGEV pertenece al género a y MHV al género . Esta
clasificacion implica diferente procesamiento de la proteina de la espicula. Por ello, el
disefio de un vector con tropismo modificado se basé en la comparacién de
secuencias entre los genes S de los virus MHV-A59 y TGEV-C11. Se decidié construir
una proteina quimérica (Synv-asereev-c11) con el extremo amino-terminal con el dominio
globular de la proteina S del MHV y con el extremo carboxilo-terminal de TGEV, para
facilitar la interaccion de este dominio con el resto de las proteinas virales. Esta
proteina quimérica se disefid para que no se interrumpieran ninguno de los motivos de
superenrrollamiento (“coiled-coil”) presentes en la proteina S (Figura 4.9 A). La
proteina quimérica resultante posee la regidon globular de origen murino, que es la
zona de unién al receptor celular, pero conserva la region transmembrana de la
proteina S del virus TGEV. Esta region es la responsable de la interaccién con las
otras proteinas estructurales del virus. Ademas, se tuvo en cuenta que la proteina
quimérica se expresara bajo el control de la secuencia consenso de la TRS del gen S
porcino. Esta secuencia asegura el reconocimiento de la TRS por parte de la replicasa
de TGEV. Posteriormente, se sustituyé el gen S del ADNc infectivo de TGEV por el
gen S quimérico utilizando los sitios Unicos de restriccion Pac | y Mlu | presentes en el
genoma de TGEV (Figura 4.9 B).
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Figura 4.9. Esquema de la construccién del ADNc infeccioso de TGEV que presenta un
gen S quimérico entre TGEV (porcino) y MHV (murino). A. Estructura de los genes S de
TGEV (Stgev), de MHV (Sunv.ase) ¥ del gen S quimérico entre TGEV y MHV (Synv-asercev). Se
sefiala en su secuencia los motivos de superenrrollamiento (HR) y el dominio transmembrana
(TM). Los colores indican la coincidencia en la secuencia y la procedencia de los motivos de
superenrrollamiento y transmembrana que incluyen el gen quimérico. B. Esquema del genoma
de TGEV que contiene el gen S quimérico Synv.asercev- LOS genes de TGEV se indican en la
parte superior del esquema del genoma como 1a, 1b (ORF 1a/1b), S, E, M, Ny 7, UTR.
También se indican los sitios correspondientes a las enzimas de restriccion (Pac | 'y Mlu 1)

utilizadas para el intercambio del gen S de TGEV por el quimérico Synv.asercev.
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4.2.2. Obtencion de virus con la proteina S quimérica (Swnv.-asotcev) @ partir de un

ADNCc infeccioso

Células pAPN-BHK se transfectaron con el ADNc infectivo
pBAC-TGEVs.mhvasercev-RS-FL  para obtener el virus recombinante TGEV que
contiene la proteina S quimérica (Swnv.asercev). Las células se tripsinizaron a las 6
horas post-transfeccion, y se depositaron sobre monocapas de células murinas LR7
para seleccionar los virus recombinantes con capacidad de infectar células de raton
(Figura 4.10). El virus se amplific6 mediante tres pases sucesivos del sobrenadante en

células LR7, observandose un efecto citopatico marcado desde el primer pase.

pBAC-TGEV-SMHv.Asg/TGEv-RS-FL
. Rep 1a Rep 1b SMHV-A59/C11 3, 32 E M N 7 UTR
rranstecsion /- T

Tripsinizaciénf - BHK-21

Seleccion de virus con
tropismo por células - LR7
murinas

AAA

Rondas de purificacion

Virus recombinantes

Titulacion viral

Figura 4.10. Esquema de la obtencién del virus recombinante con tropismo por células

de ratén a partir de un ADNc infectivo basado en el genoma del coronavirus TGEV.

4.2.3. Generacion de vectores virales basados en el genoma de TGEV con

tropismo por el ratén y que expresan proteinas de rotavirus

Una vez obtenido el vector con tropismo murino, se modific el tropismo de los
vectores que expresaban las proteinas VP7 y VP2/VP6 de rotavirus. Partiendo de los
vectores rTGEVspr-VP7 y rTGEVspr-VP2/VPG, se sustituyd el gen que codifica la
proteina S porcina (Sety) por la proteina S quimérica Synv.aseraev, Utilizando los sitios

de restriccion Pac |- Mlu I. (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Esquema de los vectores derivados del genoma de TGEV que poseen el gen
S quimérico Synv.asercev Y que codifican las ORF de rotavirus. Se indican las posiciones de
las ORFs de rotavirus en la deleccion de los genes no esenciales 3a y 3b de TGEV. Estas
ORFs se expresan bajo el control de diferentes TRS de distintos genes de TGEV (TRS 3a para
la ORF9 y ORF2, y TRS 22N para la ORF6). Los genes de TGEV se indican en la parte
superior del esquema del genoma como 1a, 1b (ORF 1a/1b), S, E, M, Ny 7, UTR. También se
indican los sitios correspondientes a las enzimas de restriccion (Miu |y Blp 1) utilizadas para la

clonacién del gen heterdlogo de rotavirus.
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El ADNc infeccioso de ambos vectores virales se transfecté en células pAPN-
BHK y la progenie viral se amplificé mediante pases sucesivos en células murinas
LR7. La expresion de las proteinas de rotavirus por los virus recombinantes se
comprobd mediante microscopia laser confocal, tras tres pases de amplificacion
(Figura 4.12). Se observo claramente que las células murinas LR7 infectadas con los

virus recombinantes expresaban las proteinas de rotavirus correspondientes.

Sulerlosmlén

%

o . . .

Figura 4.12. Deteccién de las proteinas de rotavirus en cultivo celular, producidas por los

a-N-TGEV a- Rotavirus

o . .

rTG EVs.MHv-VPZNPG

virus recombinantes con tropismo modificado mediante inmunofluorescencia laser
confocal. Cultivos de células LR7 se infectaron con los virus rTGEVsuyn-VP7 vy
rTGEVs.unv-VP2/VP6. Las células se fijaron y se incubaron con un anticuerpo monoclonal

especifico anti-N de TGEV y un suero policlonal anti-rotavirus.

108



4.3. Replicacion “in vitro” del virus TGEV con tropismo murino (rTGEVs.yny)

El coronavirus de origen porcino TGEV modificado genéticamente para adquirir
tropismo murino (rTGEVs.wny), infectd eficientemente células de origen murino (LR7).
Se consiguieron titulos virales elevados (107-10% uff/ml) (Figura 4.13 A). El virus
también replicdé en células humanas transfectadas con el receptor del virus MHV
(células CMR) (Figura 4.13 B).

Figura 4.13. Detecciéon por inmunofluorescencia del virus rTGEVgsyyy en diferentes
cultivos celulares. Cultivos celulares se infectaron, se fijaron y se realizd una
inmunofluorescencia con el anticuerpo 3HDC10 anti-N de TGEV para detectar la presencia del
virus. A. Células LR7 a las 20 horas post-infeccion. B. Células CMR a las 24 horas post-
infeccion. En ambos casos se observan células infectadas aisladas (flecha larga) y sincitios

celulares debidos a la replicacion viral (flecha corta).

El virus recombinante rTGEVsuyny s€ amplificd y se compararon sus cinéticas
de crecimiento con la del virus parental MHV-A59 en células LR7. El virus con
tropismo modificado mostré la misma cinética de crecimiento que el virus parental,
pero con titulos virales unas diez veces menores que el virus murino (Figura 4.14 A).
Este hecho sugiere que el virus recombinante, con la proteina S de origen murino,
puede infectar y replicar en células LR7, aunque no tan eficientemente como el virus
que infecta a ratones. Asimismo, no se observé la replicacién del virus rTGEVg ypy en
células porcinas ST (Figura 4.13 B). Este suceso confirmé que la sustitucion de la
proteina S de TGEV por la proteina quimérica Synv-asercev confiere al virus TGEV la
capacidad de infectar y replicar en células de raton y, simultaneamente, anula la de

infectar células porcinas.
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Figura 4.14. Cinética de crecimiento del virus rTGEVs.yyy en diferentes cultivos
celulares. Se realizd una cinética de crecimiento del virus recombinante
comparandolo con el virus TGEV silvestre y el virus MHV. A. Cinética de crecimiento
en células de raton LR7. B. Cinética de crecimiento en células porcinas ST. La
sustitucion de la proteina S por la proteina quimérica anula la capacidad del virus

recombinante de infectar células de origen porcino.
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El tamafio de las placas de lisis producidas por el virus con tropismo modificado
rTGEVs.muv, se€ analizé en células LR7 y ST. Las placas de lisis obtenidas en células
LR7, fueron de menor tamafo que las producidas por el virus MHV-A59 (Figura 4.15).
Como era previsible, el virus recombinante no generé placas de lisis en células ST,
mientras que el virus parental TGEV si que las produjo. También se estudio el efecto
citopatico producido por este virus al infectar ambos tipos celulares. Los resultados
confirmaron los vistos en la formacién de placas de lisis. El virus recombinante no
produjo sincitios o efecto citopatico alguno en células ST (Figura 4.15). Sin embargo,
si que se observaron sincitios en células LR7, aunque de menor tamano. La
explicacién es que el virus recombinante muestra una cinética de crecimiento mas

lenta que el virus MHV en células LR7.

Tamaiio de placa Efecto citopatico

rTG EVs.M HV

TGEV-wt

Células Células Células Células
LR7 ST LR7 ST

Figura 4.15. Estudio del tamafio de las placas de lisis y del efecto citopatico producido
por el virus rTGEVs.yyy. La infeccion de células LR7 por el virus rTGEVgs.yqy produce el mismo
efecto citopatico y placas de lisis con la misma forma que el virus parental MHV, aunque las
placas son de menor tamafo. Células ST y LR7 se infectaron con los virus TGEV-wt y MHV,
respectivamente, como controles positivos para comparar el efecto citopatico y tamano de las

placas de lisis.
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La presencia de la parte de origen murino de la proteina de la espicula del virus
recombinante, se confirmd mediante un ensayo de inmunofluorescencia en células
LR7. Se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos frente a la proteina S de MHV
y frente a la proteina N de TGEV. Se observo fluorescencia utilizando el anticuerpo
especifico frente a la zona globular de la proteina S de MHV (Figura 4.16). Este
resultado confirmd que se estaba produciendo una proteina quimérica entre MHV y

TGEV, aunque el genoma del virus fuera de TGEV.

Células Células Células Células
LR7 LR7

rTGEVs.muvici1

TGEV-wt

MHV

a-N (TGEV)

Figura 4.16. Deteccion del virus rTGEVsyyy y de la proteina S quimérica por
inmunofluorescencia en cultivo celular. Células LR7 se infectaron con el virus rTGEVsyny.
Las células se fijaron a las 16 hpi y se realizé una inmunofluorescencia indirecta utilizando
anticuerpos monoclonales especificos frente a las proteinas N de TGEV y S de MHV, para
detectar la presencia del virus y de la proteina S quimérica, respectivamente. Células LR7 y ST
infectadas con los virus MHV y TGEV, respectivamente, se utilizaron como controles positivos.
Como controles negativos se utilizaron células LR7 y ST infectadas con los virus TGEV y MHV,

respectivamente.

Finalmente, el virus recombinante se purificd por aislamiento en placas de lisis
y el gen S quimérico (Swnv-asercev) S€ secuencid, obteniéndose la secuencia esperada

(resultado no mostrado).
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La sustitucion del dominio globular de la proteina S del virus TGEV por el
dominio globular de la proteina S del virus MHV, origind proteinas S quiméricas
funcionales que forman parte del virion de TGEV. Estos resultados confirman que la

proteina S es un determinante esencial en el tropismo especifico de especie de
coronavirus.

4.4. Cinética de la replicacion del virus rTGEVs.yny en diferentes tipos celulares

Una vez confirmado el cambio de tropismo, se analizé la replicacion del virus
en distintas lineas celulares de fibroblastos de ratén (LR7, 3T3, MC57 y Balb CL.7) y
células CMR para seleccionar la linea celular mas adecuada para la produccion viral
(Figura 4.17). El virus rTGEVs.muv alcanzé el titulo mas elevado en la linea celular
murina LR7, tras 24 horas de infeccién. En esta linea celular se logré obtener un titulo
de 6 x 10 uff/ml. El titulo en la linea celular CMR fue, aproximadamente, un orden de
magnitud menor. El resto de lineas celulares alcanzaron titulos tres érdenes de
magnitud menores.
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105

104 4

Titulo (uff/ml)

10%

102

101 T T T T
12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi

Horas post-infeccion

—@— LR7

—@- CVMR
BALB CL.7
3T3

- mMC57

Figura 4.17. Cinética de la replicacién del virus rTGEVs.yyv en diferentes lineas celulares.

Diferentes lineas celulares se infectaron con una moi de 1. El sobrenadante se recogié a las
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12, 24, 36 y 48 horas post-infeccién y una alicuota se titulé por inmunofluorescencia con un

anticuerpo frente al virus (anti-N de TGEV).

4.5. Cinética de la replicacién y la produccién de la proteina heteréloga por los
virus rTGEVs_MHv-VP7 y rTGEVs.MHv-VPZNPG

Las condiciones de replicacion viral se optimizaron en células LR7, porque en
esta linea celular se obtuvieron los titulos virales mas elevados y, por tanto, una mayor
produccion de proteinas heterdlogas. La produccion de las proteinas heterdlogas por
los virus rTGEVsyn-VP7 'y rTGEVsup-VP2/VP6, se comprobé mediante
inmunofluorescencia en cultivo celular (Figura 4.18). Los dos sistemas virales
mostraron diferentes patrones de fluorescencia. El virus rTGEVs yny-VP7 presenté una
fluorescencia difusa perinuclear o que abarcé todo el citoplasma. El virus
rTGEVs.muv-VP2/VP6 produjo un patrén en forma de agregados intracitoplasmaticos

que corresponden a la acumulacién de dichas proteinas.

Figura 4.18. Analisis de la expresion de las proteinas heterélogas de rotavirus por los
virus recombinantes rTGEVs.yyv-VP7 y rTGEVs yuy-VP2/VP6 en células LR7. A. Infeccion
con el virus rTGEVg ynv-VP7 y revelado con un anticuerpo monoclonal anti-VP7. B. Infeccion
con el virus rTGEVs.un-VP2/VP6 y revelado con un anticuerpo monoclonal anti-VP2. C.

Infeccién con el virus rTGEVs yny-VP2/VP6 y revelado con un anticuerpo monoclonal anti-VP6.
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Se realizdé una cinética de la infeccion y de la producciéon de las proteinas
heterélogas con ambos virus. La maxima replicacion viral se produjo a las 20 horas
para el virus rTGEVsyu-VP7 (Figura 4.19 A) y 22 horas para el virus
rTGEVs.muv-VP2/VP6 (Figura 4.19 B). En ambos casos la maxima produccién de las

proteinas se observé a las 22 horas.

En el caso del virus vector rTGEVs.uqv-VP2/VP6, se analizé la producciéon de
las proteinas de rotavirus y la formaciéon de VLPs en cultivo celular. La expresion de
las proteinas de rotavirus en células infectadas, se examiné mediante marcaje con
anticuerpos especificos y microscopia laser confocal (Figura 4.20). Las proteinas
heterdlogas se expresaron en el citoplasma de células infectadas. La deteccion de
VLPs se realizd mediante inmunomicroscopia electrénica con oro coloidal. Acumulos
de particulas de oro coloidal se observaron en el citoplasma celular, especialmente en
zonas ricas en ribosomas, lo que sugiere la sintesis en estos lugares de la proteina
VP6 y posiblemente de VP2 (Figura 4.21). Sin embargo, no se observaron VLPs con
claridad, a diferencia de lo que sucede cuando estas proteinas son expresadas por el

vector con tropismo porcino rTGEVs.prv-VP2/VPG.
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Figura 4.19. Cinética de la infeccién y la produccién de proteina heteréloga por los virus
recombinantes en células LR7. A. Virus rTGEVgyu-VP7. B. Virus rTGEVsynv-VP2/VP6.
Frascos de cultivo celular se infectaron con una moi de 1. Los frascos se congelaron a
diferentes horas post-infecciéon y una alicuota se titul6 mediante inmunofluorescencia con un
anticuerpo especifico para al virus TGEV, suero policlonal frente a la proteina VP7 y un
anticuerpo monoclonal para la proteina VP6.
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VP2/VP6 Combinacién

Figura 4.20. Andlisis por inmunofluorescencia laser confocal de la expresiéon de las
proteinas heterélogas VP2 y VP6 y de la proteina viral N, producidas por el virus
rTGEVsuuv-VP2/VP6 en cultivo celular. Células LR7 se infectaron con el virus
rTGEVs.mnyv-VP2/VP6 a una moi de 1. Las células se fijaron a las 22 horas y se realizé una
inmunofluorescencia con el anticuerpo monoclonal anti-TGEV y suero policlonal anti-rotavirus.
Se realizd el revelado con un anticuerpo anti-lgG de ratén marcado con isotiocianato de

fluoresceina y un anticuerpo anti-IgG de cabra marcado con Cy5, respectivamente.

Figura 4.21. Estudio de la formacion de VLPs mediante inmunomicroscopia electréonica
en cultivos celulares infectados por el virus rTGEVg yuy-VP2/VP6. Cultivos de células LR7
se infectaron con el virus rTGEVs.un-VP2/VP6, se fijaron a las 8 hpi y se prepararon para
microscopia electronica. Se realizé6 un marcaje con el anticuerpo primario anti-VP6 y se reveld
con un anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con oro coloidal (10 nm). Agregados de particulas
de oro coloidal se observaron en el citoplasma celular en torno a zonas electrodensas (Flechas

blancas).
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4.6. Obtencion de un clon estable de los virus recombinantes

Se realizaron rondas de plaqueo para aislar un clon del virus que expresara
establemente las proteinas heterdlogas (Figura 4.22). Los clones se aislaron por el
meétodo de dilucién limite en placas de 96 pocillos. Este método se escogioé por dos
motivos: primero, por la dificultad del virus de formar calvas en placas con agar y
segundo, porque este método permitia obtener mayor numero de clones. Los clones
que producian las proteinas heterdlogas se seleccionaron. Para ello, la presencia del
gen en el genoma viral se confirmd mediante extraccién de ARN y RT-PCR, y después

la expresion de la proteina heterdloga se comprobé por inmunofluorescencia indirecta.

pBAC-TGEV-SMHV-RS-A3ab-VP7

Transfecciéon
Seleccidn de virus

recombinantes con tropismo/- - BHK-21
por el ratén
—

Rondas de purificacion por dilucion limite
Virus recombinantes — e e —— Amplificacion viral

RT-PCR

IFI

Figura 4.22. Esquema de la purificacion de clones de los virus recombinantes que

expresaban proteinas de rotavirus a partir del ADNc infeccioso basado en TGEV.

En el caso del virus rTGEVsuuy-VP7, se realizaron cinco rondas de seleccion
debido a los bajos niveles de expresion de la proteina VP7. Finalmente, se obtuvo un
clon estable con una expresion del 20% (Figura 4.23 A). Para asegurar la estabilidad
del clon se realizaron cinco amplificaciones y una nueva ronda de plaqueo,
confirmando por inmunofluorescencia que el nivel de expresion se mantenia

constante.
En el caso del virus rTGEVs.unv-VP2/VP6, en la cuarta ronda de plaqueo se

obtuvo un clon con una expresion de la proteina VP6 del 5%. Pero al amplificar el clon

la expresion se redujo por debajo del 1% (Figura 4.23 B).
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Figura 4.23. Esquema de la obtencion de clones y amplificados de los vectores virales.
En cada ronda de purificaciéon o amplificaciéon se indica, si procede, el clon obtenido, el titulo
viral alcanzado y el porcentaje de expresion de las proteinas heterdlogas. A. Virus
rTGEVs.mnyv-VP7. B. Virus rTGEVs yuv-VP2/VP6.
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4.7. Replicacion “in vivo” del virus rTGEVs.ynv

Dos grupos de ratones se inocularon para comprobar la capacidad infectiva en
el modelo animal de ratéon del virus con tropismo modificado. Un grupo de ocho
ratones Balb/c y otro grupo de doce ratones STAT1-/- (con la inmunidad comprometida
por la deficiencia en la proteina STAT1), se inocularon con el virus rTGEVs.uny por la
via combinada intragastrica-intranasal. La dosis viral fue de 2 x 10° uff/ratén del virus
murinizado. Después de cada inoculacion dos ratones se sacrificaron en los dias
indicados en las Tablas 4.1 y 4.2, y se extrajeron érganos (bazo, higado, intestino y
pulmén) y suero. ElI ARN total se extrajo y la presencia de ARN subgendmico viral se
comprobé mediante reaccién de RT-PCR con los cebadores Leader15 y TN224. Se
utilizé un control de la extraccién de ARN para cada muestra de 6rganos empleando
los cebadores GAPDH-F y GAPDH-R, que amplifican un fragmento de un gen
constitutivo de raton (Figura 4.24). EI ARN subgendmico viral se detecté en varios
organos en ambas lineas de ratones (Tabla 4.1 y Tabla 4.2). En los ratones Balb/c el
ARN viral se encontré en intestino, higado y bazo hasta los 4 dias post-inoculacion,
mientras que en ratones STAT1-/- el ARN viral se detecté en los mismos 6rganos,
pero hasta 6 dias post-inoculacién en intestino delgado y grueso. La presencia de virus

viable se confirmd mediante el aislamiento de virus en cultivos celulares.

A Intestino Intestino
C+ Bazo Higado delgado grueso Heces M

f
S

—
e
—
GenN —p | — -
309 pb
FrTe— e ; 4
B Intestino Intestino
C+ Bazo Higado delgado grueso M
Gen GAPDH —p —— | — e a— * — -

350 pb

Figura 4.24. Deteccion de ARN viral y celular por RT-PCR en el macerado de 6rganos de

ratones STAT1-/- inoculados con el virus rTGEVs.yyy el tercer dia post-inoculaciéon. Un
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grupo de 12 ratones STAT1-/- se inocularon con el virus rTGEVs.yyy ¥ se sacrificaron durante
los 6 dias siguientes. Se extrajeron érganos y se maceraron para extraer el ARN total. Por
ultimo, se realizé una reaccion de RT-PCR con cebadores especificos. Se muestran los
resultados del tercer dia post-inoculacion. A. Muestras analizadas con los cebadores Leader15
y TN224 (amplifican 309 pb del gen N de TGEV) para comprobar la presencia de ARN
subgenomico viral. B. Control de la extraccion de ARN de 6rganos utilizando los cebadores
GAPDH-F y GAPDH-R que amplifican 350 pb del gen constitutivo de la enzima
3-gliceraldehido-fosfato deshidrogenasa de ratén.

Bazo Higado Intestino Pulmén Suero Heces
Dia 1 + débil - - - + + débil
Dia 2 - + + - + débil + débil
Dia 3 - + débil - - + débil -
Dia 4 - + débil - - - -

Tabla 4.1. Deteccion de ARN viral por RT-PCR en el macerado de érganos de ratones
Balb/c inoculados con rTGEVg.yuy. Un grupo de 8 ratones Balb/c se inocularon con el virus
rTGEVs.uny Y 2 ratones por dia se sacrificaron durante los 4 dias siguientes. Los érganos se

extrajeron y del macerado se realizd la extraccion de ARN y RT-PCR con cebadores

especificos.
Bazo Higado I(r;testino Intestino Sangre total y Heces
elgado grueso suero

Dia 1 - - + débil + débil - + débil
Dia 2 + + + + débil - + débil
Dia 3 + + + + débil - -
Dia 4 + - + + débil
Dia 5 + débil - + + débil
Dia 6 - - + débil + débil

Tabla 4.2. Deteccion de ARN viral por RT-PCR del extracto de 6rganos de ratones
STAT1-/- inoculados con rTGEVg yyy. Un grupo de 12 ratones STAT1-/- se inocularon con el
virus rITGEVs.uny ¥y 2 ratones por dia se sacrificaron durante los 6 dias siguientes. Los 6rganos
se extrajeron y del macerado se realizo la extraccion de ARN y RT-PCR con cebadores

especificos.
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Dos ratones STAT1-/- se inocularon por via intragastrica-intranasal con el virus
rTGEVs.myvy para verificar que la presencia de ARN viral en los o6rganos se
correspondia con la presencia de virus viable que replicaba en dichos 6rganos. Los
ratones se sacrificaron a las 48 y 72 horas y se extrajeron fragmentos de intestino,
bazo, higado y pulmén. La replicacion viral se comprobé a nivel del intestino delgado
mediante inmunohistoquimica en cortes histolégicos. Los resultados mostraron

replicacion viral a nivel de la submucosa intestinal (Figura 4.25).

Figura 4.25. Estudio de la replicacion viral en intestino delgado por inmunohistoquimica
en cortes histolégicos de ratones STAT1-/- inoculados con el virus rTGEVs.yyy a las 48
horas post-infeccion. Cortes de intestino delgado 20X. Los cortes se incubaron con un
anticuerpo monoclonal frente a la proteina N de TGEV y se revelaron con un anticuerpo anti-
IgG de ratén marcado con HRP (EnVisionTM+ System, HRP, DAKQO). Por ultimo, se realizé una

tincién de contraste con hematoxilina de Harris.

Posteriormente, se verifico la presencia de antigeno virico mediante
inmunofluorescencia sobre cortes histologicos de intestino, bazo, higado y pulmoén

(Figura 4.26), confirmandose que el virus replica en estos 6rganos.
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Figura 4.26. Detecciéon del virus rTGEVsyyy por inmunofluorescencia en cortes

histolégicos de érganos de ratones STAT1-/- inoculados con el virus rTGEVs y,y a las 48
horas post-infeccion. A. Cortes de intestino delgado. B. Corte de pulmoén. C. Corte de bazo.
D. Corte de higado. Los cortes se incubaron con un anticuerpo monoclonal frente a la proteina
N de TGEV y se revelaron con un anticuerpo anti-lgG de ratébn marcado con isotiocianato de
fluoresceina.
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4.8. Estudios de inmunizacion en ratones

Una vez comprobado que el virus con tropismo modificado expresaba proteinas
de rotavirus e infectaba ratones, se realizaron los estudios de inmunizaciéon en el
modelo animal del ratén. Dichos estudios se basaron en la aplicacion del vector
rTGEVsmnv-VP7, dado que se consiguid un clon que expresaba establemente la
proteina de rotavirus (Clon 12A). Los estudios se realizaron en ratones Balb/c y
STAT1-/-, aunque en éstos ultimos el desarrollo de una respuesta inmunitaria esta

dificultado, como se ha comprobado en este trabajo.

4.8.1. Estudio de la respuesta inmunitaria humoral

Varios grupos de ratones Balb/c se inocularon con el virus rTGEVg yny-VP7,
para comprobar la respuesta inmunitaria humoral frente al virus vector y la proteina
VP7 de rotavirus. Se inocularon tres dosis del virus a intervalos de 15 dias (Figura 3.2
del apartado de Material y métodos). Un grupo control de 5 ratones Balb/c se inoculo
intragastricamente con el virus rTGEVsuny (2 x 10° uff/ratén) y tres grupos de 5
ratones Balb/c se inocularon con el virus rTGEVswuu-VP7, que expresaba
establemente la proteina VP7 (clon 12A) (10° uff/ratén) por tres vias (via intragastrica,
intragastrica-intranasal e intraperitoneal). Por ultimo, un grupo de 5 ratones STAT1-/-

se inoculd intragastricamente con el virus rTGEVs.ynv-VP7 (106 uff/ratén).

4.8.1.1. Anticuerpos anti-TGEV

Se analizé la respuesta inmunitaria especifica de anticuerpos frente al virus
vector con tropismo modificado. Se observd una respuesta estadisticamente
significativa de anticuerpos séricos de clase IgG anti-TGEV a titulos altos en los
ratones inoculados por las vias intragastrica-intranasal (2.500) e intraperitoneal
(2.500), y a titulos menores en los ratones inoculados solamente por la via
intragastrica (500) (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Niveles de anticuerpos IgG anti-TGEV en sueros de ratones Balb/c
inoculados por diferentes vias (intragastrica, intragastrica-intranasal e intraperitoneal)
con tres dosis de rTGEVgyuy-VP7 y rTGEVsmuv. El simbolo * indica una diferencia

significativa (p < 0’05) entre el grupo inoculado y el grupo control.

La induccion de una respuesta inmunitaria en mucosas por el virus vector
también se analiz6. Un grupo de 6 ratones se inocularon intragastricamente con el
virus rTGEVsyny para comprobar la produccidn de anticuerpos de clase IgA
especificos anti-TGEV en el suero y en el contenido intestinal (Figura 4.28). En el
suero se observé una produccion significativa de anticuerpos IgA especificos a partir
de la segunda inoculacién (Figura 4.28 A). En el contenido intestinal se observo la

produccion de anticuerpos en dos de los seis ratones analizados (Figura 4.28 B).
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Figura 4.28. Niveles de anticuerpos IgA anti-TGEV en sueros de ratones Balb/c
inoculados por via intragastrica-intranasal tres veces con rTGEVg yuy y con el lisado del
cultivo de células LR7 (control negativo). A. Niveles de anticuerpos IgA en el suero en la
dilucion 1/100. B. Valores de absorbancia en ELISA para la detecciéon de anticuerpos IgA en el
contenido intestinal diluido a 1/2. El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0’05) entre

el grupo inoculado y el grupo control.
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4.8.1.2. Anticuerpos anti-rotavirus

La produccion de anticuerpos en heces de clase IgA especificas de rotavirus

(coproanticuerpos) se evalud, pero no se observé su presencia (Figura 4.29).

La produccion de anticuerpos IgG séricos especificos frente a rotavirus en
ratones Balb/c, se analizé probando diferentes vias de inoculacién (Figura 4.30). La
respuesta de anticuerpos se evaludé con respecto a la de un grupo inoculado con el
vector rTGEVs uyny (control negativo). Una respuesta significativa de anticuerpos por
via intraperitoneal a titulos de 1/100, se obtuvo desde la primera inoculacion, siendo
una respuesta notable desde la segunda inoculacion. No se observaron diferencias
respecto del grupo control por las vias intragastrica e intragastrica e intranasal

combinadas.
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0,00

rTGEVs-MHV-VP7 rTGEVS-MHV

Virus

HEE |ntragastrica
[ Intragéstrica-Intranasal
I |ntraperitoneal

Figura 4.29. Niveles de anticuerpos IgA anti-rotavirus en la dilucién 1/2 de heces de
ratones inoculados tres veces con el vector viral rTGEVs.yu-VP7 por diferentes vias, y
por el vector rTGEVsyyy (control negativo) por la via intragastrica. No se hallaron
diferencias significativas entre el grupo inoculado con rTGEVs yny Y l0os grupos inoculados con
rTGEVsmnv-VP7.

127



Absorbancia 492 nm

0,20 0,40
0,18 A
0,16 A |
£ 0,35
0,14 - I
2
0,12 - ©
S 0,30 1
0,10 A 3
0,08 - g
0.06 - 0,25
0,04 A
0,02 , : : 0,20

1@ 22
Inmunizacion

—@— 'TGEVs_\HvV (Control negativo)
—@— 'TGEVs_\Hv-VP7 Intragastrico

33

13 26 33
Inmunizacién

—@— rTGEVs_\Hv (Control negativo)
—@— rTGEVs_\Hv-VP7 Intragastrico-intransal

2,0
1,8
1,6
1,4 4
1,2 4
1,0 4

Absorbancia 492 nm

0,4

o

0,0

T T

12 22

Inmunizacion

T

38

—@— 'TGEVs_\HvV (Control negativo)
—@— rTGEVs_\Hv-VP7 Intraperitoneal

Figura 4.30. Niveles de anticuerpos IgG anti-rotavirus en la diluciéon 1/100 de sueros de

ratones Balb/c inoculados por tres vias con tres dosis de rTGEVgs.yuv-VP7 y rTGEVs yny

(control negativo). A. Via intragastrica. B. Via intragastrica-intranasal. C. Via intraperitoneal.

El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0°05) entre el grupo inoculado y el grupo

control.
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Una vez comprobada la produccién de anticuerpos especificos anti-rotavirus,
se evalué la capacidad neutralizante de los mismos (Figura 4.31). Se observo
diferencia entre el grupo inoculado intraperitonealmente y el grupo preinmune, que
aunque no fue estadisticamente significativa se encuentra cerca del nivel de confianza
del 5% (p = 0°079).
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Figura 4.31. Niveles de anticuerpos neutralizantes IgG séricos anti-rotavirus en sueros
de ratones Balb/c inmunizados con tres dosis del vector rTGEVgs.yuv-VP7. Los resultados
se indican como la inversa de la dilucién de los sueros que inhibe a mas del 50% de focos
infectivos de rotavirus por inmunoperoxidasa. No existen diferencias significativas entre los
grupos inoculados con respecto a los sueros de ratones preinmunes, aunque la diferencia con

el grupo intraperitoneal se encuentra cerca del nivel de confianza del 5% (p = 0'079).

Después de estos resultados, se evalué si los ratones STAT1-/- eran capaces
de producir una mayor respuesta de anticuerpos anti-rotavirus por via intragastrica,
debido a que la deficiencia de la proteina STAT1 provoca una mayor persistencia de la
infeccion viral (resultados de las Tablas 4.1 y 4.2). La mayor persistencia de la
replicacion viral no produjo un aumento estadisticamente significativo en los niveles de

anticuerpos IgG séricos ni IgA fecales (Figura 4.31).
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Figura 4.31. Niveles de anticuerpos IgG séricos e IgA fecales anti-rotavirus en sueros
(dilucién 1/25) y en heces (dilucién 1/2) de ratones STAT1-/- inoculados con tres dosis
del vector rTGEVs yqv-VP7. No existen diferencias significativas entre los grupos inoculados

con respecto a los sueros de ratones preinmunes.

4.8.2. Produccion de citocinas

El estudio de la produccién de citocinas se realizé en el suero y en los
sobrenadantes de cultivos de esplenocitos estimulados “in vitro” de ratones Balb/c
inoculados. Un grupo de 6 ratones y otro grupo control de 3 ratones se inocularon con
el virus rTGEVs yy—VP7 y con el virus rTGEVs.uyy, respectivamente (Figura 3.3 del

apartado de Material y métodos).

En el suero de los ratones inoculados con rTGEVs.unv-VP7 (Figura 4.32 A), se
observd un aumento estadisticamente significativo de los niveles del factor de
crecimiento GM-CSF (41 pg/ml), a las 48 horas post-infeccion. También aumentaron
los niveles de IL-2 (30 pg/ml) e IL-5 (2 pg/ml) (sin significacion estadistica). Después
de la ultima inoculacién, se observé un resultado similar en el suero de ratones
inoculados con rTGEVs.un-VP7, excepto que no se detectd el incremento de IL-5.
Igualmente, se produjo GM-CSF (47 pg/ml) (p > 0°05) en el suero de los ratones
inoculados con rTGEVs.uny- En cambio, se observaron niveles bajos de IFN-y (6 pg/ml)

y de IL-10 (2 pg/ml) (Figura 4.32 B) (sin significacion estadistica).
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En los cultivos de esplenocitos el dia 2 después de la estimulacién (Figura
4.33) con el virus rTGEVs.uny, se produjo un incremento de los niveles del factor GM-
CSF para ambos virus (concentraciones de 73 pg/ml y 61 pg/ml, respectivamente),
mientras que la estimulacién con RF aumenté significativamente los niveles de este
factor sélo para los animales inoculados con rTGEVs.uny (62 pg/ml) (p < 0’05 en todos
los casos). Este vector también causé un incremento de IL-2 (51 pg/ml) y de IFN-y (18
pg/ml) en esplenocitos estimulados con él mismo (p > 0,05 en ambos casos). Se
detectaron niveles bajos de IFN-y (5 pg/ml) y TNF-a (2 pg/ml) en animales inoculados
con el virus rTGEVsun-VP7 y estimulados con rTGEVswuyy (sin significacion
estadistica) (Figura 4.33 B).

En los cultivos de esplenocitos el dia 5 post-estimulacion (Figura 4.34), se
produjo un aumento estadisticamente significativo de IL-10 (108 pg/ml) para el virus
rTGEVsmuv-VP7 estimulado con rTGEVswpy, ¥ para el virus rTGEVs yyy estimulado
con rTGEVs.mny (300 pg/ml)y RF (63 pg/ml) (p > 0’05 en el caso del virus rTGEVs yny).
También se produjo un incremento del factor GM-CSF para ambos virus
(concentraciones de 52 pg/ml para el virus rTGEVs.umny Y 21 pg/ml para rotavirus RF), y
de bajos niveles de IFN-y (22 pg/ml) para el virus rTGEVs.uny (el aumento de estas dos

citocinas no mostro diferencias significativas) (Figura 4.34 B).
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Figura 4.32. Mediciones de las concentraciones de citocinas en el suero de ratones
Balb/c inoculados con los vectores virales rTGEVs yuy y rTGEVs yqv-VP7. La concentracion
de 10 citocinas se estudid en el suero de ratones Balb/c 2 dias después de la primera
inoculacién (primoinfeccion) y 10 dias después de la ultima inoculacion. A. Niveles de todas las
citocinas estudiadas. B. Citocinas detectadas para cada grupo de estudio. El simbolo * indica

una diferencia significativa (p < 0'05) entre los sueros preinmunes y los grupos inoculados.
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Figura 4.33. Mediciones de las concentraciones de citocinas en el sobrenadante del

cultivo de esplenocitos (dia 2 post-estimulaciéon) de ratones Balb/c inoculados con los
vectores virales rTGEVsyyy Yy rTGEVs.wuv-VP7. Citocinas del cultivo de esplenocitos de

ratones Balb/c. Los cultivos se estimularon con el virus rTGEVsyny (rTGEV) o con la cepa RF

de rotavirus (RF) y un control sin estimular (No E), y se recogieron alicuotas a los 2 dias post-

estimulacién. A. Resultados totales. B. Resultados de cada virus inoculado y del grupo no

inoculado. El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0°'05) entre el grupo no inoculado

con los grupos inoculados.
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Figura 4.34. Mediciones de las concentraciones de citocinas en el sobrenadante del
cultivo de esplenocitos (dia 5 post-estimulacion) de ratones Balb/c inoculados con los
vectores virales rTGEVs.yyy Y rTGEVs.yuy-VP7. Citocinas del cultivo celular de esplenocitos
de ratones Balb/c. Los cultivos se estimularon con el virus rTGEVg yny (FTGEV) o0 con la cepa
RF de rotavirus (RF) y un control sin estimular (No E), y se recogieron alicuotas a los 5 dias
post-estimulacion. A. Resultados totales. B. Resultados segun el virus inoculado. El simbolo *
indica una diferencia significativa (p < 0’05) entre el grupo no inoculado con los grupos

inoculados.
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4.8.3. Proteccién en el modelo lactante frente a infecciones por rotavirus

La proteccion conferida por la lactancia frente a la diarrea por rotavirus, se
evalué en el modelo de ratén lactante con crias nacidas de hembras inoculadas con el
vector rTGEVsunv—VP7. Dos hembras inmunizadas con tres dosis del virus
rTGEVs.muv—VP7 por via intraperitoneal y dos hembras por via intragastrica-intranasal,
se cruzaron con machos para obtener camadas. Dos grupos de recién nacidos se
inocularon con las cepas de rotavirus RF (homotipico) y EDIM (heterotipico) (Figura
4.35). Se observé una proteccion del 62% frente a la diarrea causada por rotavirus de
las crias inoculadas con la cepa RF que habian nacido de madres inoculadas con
rTGEVs.muv—VP7 intraperitonealmente, mientras que sélo el 13% de las crias nacidas
de madres inoculadas intragastricamente no sufrieron diarrea. En cambio, en el
desafio con el virus EDIM, s6lo un 18% de los ratones lactantes nacidos de madres

inoculadas intraperitonealmente con el vector rTGEVs.ynwv—VP7, no sufrié diarrea.
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Figura 4.35. Proteccidon conferida frente a la diarrea por rotavirus en ratones lactantes
nacidos de madres inoculadas con el virus rTGEVg yy,—VP7. Se muestra el porcentaje de
proteccion de ratones lactantes (porcentaje de ratones que no sufrieron diarrea tras ser
inoculados con las cepas de rotavirus RF o EDIM). Encima de cada barra se indica el numero

de ratones que no sufrieron diarrea respecto al total de inoculados. N.D. no determinado.

135



136



5. DISCUSION

En este trabajo se ha comprobado la capacidad del coronavirus TGEV para
incorporar en su genoma secuencias heterélogas y expresarlas con el objetivo de
inmunizar frente a rotavirus. Este estudio constituye una estrategia nueva frente a los
meétodos tradicionales de produccion de vacunas mediante la seleccion de cepas de
rotavirus atenuadas de origen humano o animal. Ademas, el estudio plantea la
idoneidad de este sistema de expresion viral para desarrollar vacunas frente a otros
patégenos humanos o para su uso veterinario. Por ejemplo, el equipo del Dr. Enjuanes
ha aplicado este vector viral para desarrollar una vacuna frente al virus del sindrome

respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV).

En primer lugar, se comprobd la capacidad del virus TGEV para integrar en su
genoma secuencias exdgenas procedentes de otro virus y su capacidad de expresar
estas proteinas en cultivo celular sin interrumpir el ciclo replicativo de TGEV. Una vez
expresadas las proteinas de rotavirus, se modifico el tropismo celular y de especie
para adaptarlo al modelo en ratdén, porque es un modelo animal muy estudiado y de
facil manejo, para el que se dispone de numerosos reactivos inmunoldgicos,
“microarrays”, etc. La correcta expresion de las proteinas heterdlogas se comprobd de
nuevo en cultivos de células de ratdn, y se analizé la replicacién de este nuevo vector
en el ratén. Por dltimo, se inmunizaron ratones para comprobar la eficacia de estos
vectores en promover una respuesta inmunitaria frente a las proteinas heterélogas y

frente al propio vector.

5.1. Expresion de genes heterologos utilizando vectores basados en genomas de

coronavirus con tropismo porcino

En las ultimas décadas, las técnicas de ingenieria genética han permitido
manipular los genomas virales hasta conseguir la insercion de secuencias heterdlogas.
En los ultimos afos, la modificaciéon de genomas de virus de ARN ha sido sin duda la
mayor evolucion en este campo. Desde hace unos anos, se ha conseguido insertar y
expresar genes heterdlogos en coronavirus (Curtis et al., 2002; de Haan et al., 2003;
Fischer et al., 1998; Sarma et al., 2002; Sola et al., 2003). Este hecho los ha hecho
atractivos para el desarrollo de vacunas vivas modificadas genéticamente, o para su
aplicacion en terapia génica utilizando variantes virales que producen infecciones

persistentes.
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En coronavirus, se ha demostrado que los niveles de expresion de genes
heterdlogos estan limitados por la localizacion del inserto en el genoma viral y por la
propia naturaleza del inserto (de Haan et al., 2003; Sola et al., 2003). En el sistema de
expresion del MHV se ha descrito que existe inestabilidad en insertos de dos genes
trazadores (la luciferasa de luciérnaga y la luciferasa de renilla) si estos se situan entre
los genes E y M. Por el contrario, estos genes si son estables cuando se insertan
hacia el extremo 5’ del genoma en la posicidon que ocupan los genes no esenciales (de
Haan et al., 2005). En estos trabajos, se muestra la pérdida de parte o de la totalidad
de los genes heterdlogos de los virus recombinantes al replicar en cultivos celulares.
La causa es la cercania de estos genes al extremo 3’ del genoma. Los autores
también consideran importante la naturaleza del inserto, porque hallaron diferencias
entre los genes de las dos variantes de luciferasa empleadas. Un avance importante
para incorporar genes exdégenos en coronavirus, ha sido el estudio de los genes no
esenciales del genoma, ya que éstos pueden ser eliminados, siendo dianas idéneas
para la inserciéon de los genes heterdlogos dentro del genoma. En TGEV, los genes 3a
y 3b codifican proteinas virales cuya funcidon no es esencial en la replicacién o la
infectividad del virus, y por tanto, pueden ser eliminados “in vitro” (Ortego et al., 2002;
Sola et al., 2003). El gen de la proteina GFP se ha clonado en la posicion que
ocupaban los genes 3a y 3b en el genoma de TGEV, consiguiéndose una buena

produccion de esta proteina (Sola et al., 2003).

La expresién de genes heterélogos en coronavirus se ve facilitada por su
singular mecanismo de transcripcion, que permite la expresiéon de estos genes si son
insertados después de las secuencias TRS, como se ha demostrado previamente para
diferentes proteinas trazadoras. Ademas, la nucleocapside de TGEV posee una
estructura helicoidal, a diferencia del resto de los miembros de la familia, lo que
posiblemente reduce las limitaciones debidas al empaquetamiento viral. Esta
conformacion de la capside, no limita de forma notable la expresion de diversos genes

de gran tamano en una sola construccion (Lai y Cavanagh, 1997; Laude et al., 1990).

En este trabajo se ha utilizado el clon infeccioso de ADNc de TGEV para
incorporar genes de la capside de rotavirus reemplazando los genes no esenciales 3a
y 3b, mediante técnicas de ingenieria genética. Se desarrollé un vector monocistrénico
que expresa la proteina VP7 y un vector bicistrénico con las proteinas VP2 y VP6. Los
vectores virales derivados del genoma de TGEV expresaron “in vitro” las proteinas de
rotavirus de forma estable durante al menos 5 pases. Ademas, se ha progresado en la

eficacia de la expresion de proteinas heterdlogas utilizando vectores basados en el
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coronavirus TGEV (Alonso et al., 2002; Curtis et al., 2002; Sola et al., 2003), ya que se
desarrollé un vector que expresa dos genes heterélogos conjuntamente. Este vector
ademas origind VLPs de rotavirus, gracias al autoensamblaje de las proteinas

heterélogas de rotavirus.

El virus rTGEV que expresa la proteina VP7 replicé en cultivos de células ST
alcanzando concentraciones similares a las del virus silvestre, mientras que el vector
bicistrénico replicé con un orden de magnitud menor, demostrando asi que un tamano

de clonacion de 4 Kb no altera la capacidad replicativa de este virus.

5.2. Sustitucion del tropismo de especie del virus TGEV por el del virus MHV

El hospedador natural del virus TGEV es el cerdo, por lo que el modelo animal
porcino es el idoneo para el estudio de la respuesta inmunitaria frente a TGEV y a las
proteinas heterélogas que exprese. Sin embargo, este modelo es caro, dificil de
manejar y de evaluar, y existe poca literatura cientifica disponible. Afortunadamente, el
tropismo de los coronavirus se puede modificar mediante técnicas de ingenieria
genética, por lo que se puede sustituir el tropismo del TGEV y adaptarlo a raton. El
ratdbn es un modelo animal de facil manejo, evaluable y ampliamente utilizado. Esta
caracteristica de los coronavirus les otorga una ventaja adicional para su aplicacion
como vacuna humana o de uso veterinario, ya que permite dirigir el tropismo a la
especie animal de interés. Esto implica la utilizacién como vacuna viva de un virus que
infecta a animales de otra especie y que, por lo tanto, presenta una atenuacién natural

en su mecanismo replicativo.

Los coronavirus presentan un tropismo definido a nivel de especie y de tejido.
La infeccidn se inicia y se mantiene en el tracto entérico y respiratorio, sin embargo, en
algunos casos, la infeccion viral puede extenderse a otros tejidos y érganos como el
higado, el cerebro, el rindn, el peritoneo o el sistema linfatico. La especificidad del tipo
celular infectado por coronavirus esta definida, mayoritariamente, por la naturaleza y la
distribucion de los receptores celulares y otras moléculas relacionadas que pueden
regular la entrada del virus en la célula. La glicoproteina S es la responsable de la
union a los receptores especificos en la membrana de las células susceptibles.
Ademas, induce fusion de las membranas virales y celulares durante la entrada del
virus. Experimentos de intercambio del gen S entre diversas especies de coronavirus
(MHV, FIPV, TGEV e IBV) y la aparicién de mutaciones puntuales dentro del gen S de

diferentes coronavirus (Ballesteros et al., 1997; Rottier et al., 2005; Sanchez et al.,
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1999), han confirmado que este gen es un determinante del tropismo viral y también
de la patogénesis en coronavirus (Casais et al., 2003; Das Sarma et al., 2000; Navas
et al., 2001; Sanchez et al., 1999), aunque no el unico (Casais et al., 2003; Ortego et
al., 2003).

5.2.1. Modificaciéon “in vitro” del tropismo de TGEV por el de MHV

En este trabajo, se ha reemplazado el tropismo de especie del virus TGEV por
el del virus MHV “in vitro” e “in vivo”. El cambio de tropismo se realizé mediante la
sustitucion del dominio globular de la proteina S del virus TGEV por la porcién globular
de la proteina S del coronavirus murino MHV, mediante técnicas de ingenieria
genética. El resultado fue el ensamblaje de virus TGEV recombinantes que contienen

una proteina S quimérica que les permite infectar células de raton.

El virus MHV-A59 pertenece al género 3 de la clasificacion de los coronavirus.
Este género posee una proteina de la espicula (S) de unos 180 KDa, que se procesa
de forma diferente a la de los coronavirus del género a, al que pertenece TGEV. La
proteina S de MHV es procesada intracelularmente por una enzima similar a una furina
(de Haan et al., 2004). La protedlisis genera dos subunidades, S1 y S2, de tamano
similar, que no se mantienen covalentemente unidas y poseen funciones diferentes. El
dominio de unién al receptor se localiza en el extremo amino-terminal de la subunidad
S1, mientras que el dominio de fusién a membrana se encuentra en la subunidad S2.
Estudios estructurales sugieren que la subunidad S1 de MHV constituye la zona
globular de la proteina de la espicula, mientras que la subunidad S2 formaria la region

con forma de tallo de la misma.

Para obtener virus viables, fue necesario mantener intactos los dominios HR de
superenrollamiento (HR-1 y HR-2) de MHV en las proteinas quiméricas generadas.
Estos dominios se han identificado en todas las proteinas S de coronavirus. Estas
regiones de superenrollamiento son caracteristicas de las proteinas S de coronavirus.
Las estructuras HR forman configuraciones en a-hélice que interaccionan entre si de
forma antiparalela (Bosch et al.,, 2003), y estan implicadas en la formacién de
oligbmeros de la proteina S (de Groot et al., 1987b; Luo et al., 1999) y en la fusion
virus-célula. Estudios de intercambio de dominios HR entre proteinas S de virus de la
misma especie, originan proteinas funcionales, mientras que el intercambio de
dominios HR entre proteinas S de virus que infectan a especies distintas, dan lugar a

proteinas S no funcionales (Bosch et al., 2003). Algunos autores sugieren que estos

140



dominios podrian participar en el cambio conformacional de la proteina S durante las
primeras etapas de la infeccion, permitiendo la insercion del péptido de fusion en la
membrana celular. Ademas, se ha postulado que las interacciones entre el dominio
HR-1 y el dominio de unidn al receptor pueden tener una funcién en la fusién del virus
con la célula infectada (Krueger et al., 2001; Matsuyama y Taguchi, 2002). Al mismo
tiempo, en el virus MHV se ha demostrado que las mutaciones en el dominio HR-1 que
afectan a la fusogenicidad de la proteina alteran los patrones de tropismo de tejido
dentro de una especie (Tsai et al., 2003). La interaccion entre los dominios HR-1 y
HR-2 en MHV es esencial para la infectividad del virus (Bosch et al., 2003). De hecho,
la eliminacion del péptido HR-1 puede bloquear la infectividad viral (Bosch et al.,
2004). La longitud de la secuencia de union entre la region HR-2 y el dominio
transmembrana, esta estrictamente conservada en todas las proteinas S de
coronavirus. Estos dominios de las espiculas de los coronavirus recuerdan a proteinas
de union/fusion de otros virus, como ortomixovirus, virus influenza, retrovirus, VIH,
paramixovirus SV5, filovirus, Ebola y baculovirus SeMNPV, entre otros (Bosch et al.,
2003; de Groot et al., 1987a). En estos virus, las interacciones entre proteinas de
unién/fusion y el receptor celular dan lugar a cambios conformacionales que generan
una exposicion del péptido de fusidon que antes estaba oculto en el interior de la
proteina. El resultado es la union de las membranas viral y celular. Aun no se han
identificado los péptidos de fusién de coronavirus, pero diferentes predicciones los
sitian precediendo al dominio HR-1 (Luo y Weiss, 1998). Esto sugiere que el
acoplamiento de los dominios HR-1 y HR-2 podria acercar el dominio implicado en la

fusion a la superficie de la célula.

El dominio transmembrana fue la segunda estructura importante que habia que
tener en cuenta para generar la proteina S quimérica. Los resultados de este trabajo
indican que el dominio transmembrana junto con el dominio citoplasmatico o
endodominio, poseen un papel critico en la incorporacién de la proteina de la espicula
durante el ensamblaje del viridn. Los intercambios reciprocos del dominio globular
entre las proteinas S de MHV y FIPV, han mostrado la importancia de estas regiones
(Godeke et al., 2000; Kuo et al., 2000). El dominio citoplasmatico determina la
interaccion de la proteina S con la proteina M, y dicha asociacién es esencial para su
ensamblaje. Al mismo tiempo, el dominio citoplasmatico del MHV confiere a la proteina
S del FIPV la habilidad de ensamblarse dentro de particulas virales de MHV. Este
dominio es suficiente para incorporar proteinas M heterélogas que normalmente no se

incorporarian dentro del virion (Bosch et al., 2005).
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Los datos expuestos demuestran que en coronavirus el tropismo de especie
parece estar controlado fundamentalmente a nivel de la entrada del virus en la célula.
No obstante, se observé que el virus TGEV con tropismo murino replica en cultivos
celulares de raton (LR7), con un nivel de al menos un logaritmo menor que el virus
parental MHV. Esto sugiere que la maquinaria de replicacion de estos virus funciona
con una eficacia ligeramente menor en células de raton. En el caso de experimentos
donde se crearon proteinas S quiméricas entre MHV y FIPV, y por tanto con tropismo
por raton o felino, el titulo viral disminuyé entre diez y cien veces. Este hecho sugiere
que existen mayores diferencias entre los sistemas de replicacién de los coronavirus

en células felinas y murinas.

5.2.2. Implicaciones de la modificacion del tropismo de TGEV “in vivo”

Los coronavirus del género a, al que pertenece TGEV y virus que infectan a
humanos, felinos y perros, poseen un rango de huésped relativamente restringido,
infectando a su huésped natural o a especies animales muy relacionadas. No
obstante, experimentos donde se han utilizado coronavirus del género a para infectar
a especies distintas, han mostrado la aparicion de replicacion viral, seroconversién v,
en algunos casos, una enfermedad no transmisible (Barlough et al., 1984; Enjuanes y
Van der Zeijst, 1995; Woods et al., 1981; Woods y Wesley, 1992). La interaccion de la
proteina S con el receptor celular es el factor mas importante en la entrada del virus y
en la expansion del rango de especie. Esta expansion del rango se ha conseguido en
MHV, que pertenece al género B de coronavirus, mediante la infeccion en cultivos de
células diferentes a las murinas. Las variantes de MHV con un rango de huésped
amplio se han obtenido mediante el pase seriado de células persistentemente
infectadas (Baric et al., 1997; Schickli et al., 1997). Las nuevas variantes no dependen
del receptor murino CEACAM1 para la entrada en la célula, sino que son capaces de
reconocer homologos del receptor habitual o carbohidratos de la nueva célula, lo que
les permite una alta transmisibilidad entre especies (de Haan et al., 2006). Es
necesario que la proteina de la espicula se adapte a un nuevo receptor para que un
coronavirus se transmita a una nueva especie. Esta adaptacién se puede conseguir
mediante la aparicion de mutaciones o por recombinacion homoéloga con otro
coronavirus que de forma natural infecte a la misma especie hospedadora (Tusell et
al.,, 2007). Los coronavirus pueden saltar la barrera de especie ocasionalmente,
adquiriendo un nuevo tropismo. El virus SARS-CoV probablemente haya surgido de
esta manera. Estudios recientes han identificado a algunos murciélagos como el

reservorio natural del SARS-CoV. Los coronavirus similares al SARS-CoV hallados en
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murciélagos pueden haberse adaptado a humanos por medio de mutaciones
genomicas, eventos de recombinacién en su huésped natural o por el paso a
hospedadores intermediarios como gatos, civetas, etc. (Hampton, 2005; Lau et al.,
2005; Li et al., 2005; Normile, 2005). La especificidad del hospedador en los virus
animales y la evolucidon de nuevas enfermedades virales, son fendmenos complejos
que implican interacciones entre el virus, el hospedador y el ambiente. La mayoria de
los virus emergentes que afectan a los humanos surgen por la transmision desde
reservorios animales, sin embargo, algunas enfermedades nuevas pueden haber
surgido de mutaciones que alteren el tropismo viral, la virulencia y la patogénesis en el

hospedador natural, (Ampel, 1991; Morse, 1995).

Los virus recombinantes con tropismo modificado se inocularon a ratones
Balb/c y STAT1-/- para observar la respuesta frente a la infeccién en el ratén. MHV es
un patodgeno inocuo que se suele detectar serolégicamente en madres gestantes, pero
que no provoca manifestaciones clinicas obvias en animales normales. La infeccion
por MHV suele ser subclinica, y solo origina una mortalidad significativa en ratones
inmunodeficientes (Compton et al., 1993). En la infeccion por MHV se han identificado
dos patrones infecciosos, segun la cepa de coronavirus que infecta al raton tras la
inoculacion virica por via intranasal (Barthold y Smith, 1984 ). Existe un patron entérico,
representado por la cepa JHM, en el que el virus infecta el intestino, desde donde se
disemina al resto de érganos y a la sangre, lo que potencia la infeccion. El otro patron
es respiratorio y esta representado por la cepa A-59. Después de la inoculacion
intranasal el virus comienza infectando la cavidad nasal, donde se encuentra el bulbo
olfatorio, desde aqui puede infectar el sistema nervioso central. Por otra parte, el virus
que se introduce en la cavidad oral acaba infectando los pulmones, donde replica y se
extiende al resto de érganos a través de la circulacién sanguinea. Nuestros datos
confirman que el virus infecta a dos estirpes diferentes de ratones “in vivo”. Ademas
del cambio de tropismo de especie, también se modificd el tropismo de tejido, ya que
el virus recombinante siguid un patron respiratorio, parecido al del virus parental MHV-
A59.

El virus replicé “in vivo” en los mismos érganos que el virus parental, pero con
una menor eficacia. EI ARN viral se detectd en diferentes érganos, confirmandose la
presencia de virus infectivo por inmunofluorescencia de cortes histolégicos, aunque no
se pudo titular virus procedente de 6rganos (sin embargo, si que se recuperaron virus
viables por cultivo celular). Estos datos se confirmaron con la cinética de la replicacion.
En la infeccion por el virus MHV, cepa JHM (Barthold y Smith, 1992), se ha
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comprobado que después de la inoculacién intranasal, el primer dia post-infeccion
ocurre replicacion viral desde la cavidad nasal hasta los nédulos cervicales. También
se detecta el comienzo de la infeccion en el bazo y las placas de Peyer. El segundo
dia, el virus se localiza en los nddulos mesentéricos, en el higado y en la medula ésea.
El tercer dia, el virus se ha diseminado por los érganos de la cavidad abdominal,
incluyendo ademas el timo. El virus replicé siguiendo claramente esta cinética en los
ratones STAT1-/-, pero no en los ratones Balb/c. Estos datos indican la atenuacion del
vector viral para replicar “in vivo” en células de raton. Durbin et al. (1996) observaron la
muerte de camadas de ratones STAT1-/- por hepatitis fulminante. Estas camadas
estaban infectadas por cepas naturales de MHV del animalario y que procedian de
ratones STAT1+/- infectados que no manifestaron ninguna enfermedad. En nuestros
experimentos no se produjeron muertes de ratones STAT1-/- tras ninguna de las
inoculaciones con el virus con tropismo modificado, o que confirma la reduccion de la
infectividad viral. Esta atenuacion aporta un elemento de seguridad, no total, pero si
importante para su utilizacion como vector viral. La deficiencia del sistema inmunitario
de los ratones STAT1-/-, por la incapacidad de las células de responder al interferén
de tipo | y Il, facilita la persistencia de la replicacién viral, aunque el virus sea menos

eficaz para infectar a los ratones.

5.3. Expresion de las proteinas de rotavirus por los vectores murinizados

Los vectores virales con tropismo modificado que incorporan las proteinas de
rotavirus las expresaron en células de raton infectadas. El patrén de expresion de las
proteinas heterdlogas por inmunofluorescencia en células de ratén, fue similar al de
estudios previos. El vector que expresa la proteina VP7 presentd una fluorescencia
difusa que rodeaba al nucleo celular. En fases tempranas de la infeccion se observé
que la proteina heterdloga se concentraba de forma perinuclear. Este resultado
sugiere que la proteina se produce en los ribosomas asociados al reticulo
endoplasmatico rugoso. En fases mas tardias, se observa una fluorescencia que
abarca todo el citoplasma. En estas fases, la proteina seguramente se produce en los
ribosomas del citoplasma y no se une especificamente a ningun compartimento celular
(Dormitzer et al., 1992). En cambio, la expresion de las proteinas heterélogas por el
vector bicistrénico presentd una fluorescencia concentrada en regiones
intracitoplasmaticas. Estudios anteriores (Gonzalez y Affranchino, 1995; Nilsson et al.,
1998) demuestran que estos acumulos son debidos a la formacion de estructuras
similares a los viroplasmas originados en una infeccién por rotavirus. Estas estructuras

son caracteristicas de la morfogénesis de rotavirus y corresponden a la acumulacion
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de proteinas virales en forma de inclusiones citoplasmaticas. El viroplasma esta
constituido, al menos, por las proteinas VP2 y VP6 (Chasey, 1980; Petrie et al., 1982),
aunque se desconoce si participan mas proteinas virales o celulares en su formacién y
acumulacion. En este trabajo, se comprobé por inmunofluorescencia y por microscopia
electrénica e inmunomarcaje con oro coloidal que el vector murinizado bicistrénico
expreso las proteinas de rotavirus, y que éstas se concentraron en el citoplasma
produciendo estructuras compatibles con los viroplasmas. En cambio, no detectamos
la produccion intracelular de VLPs. Otros autores tampoco han observado dichas
particulas intracelularmente (Crawford et al., 1994; Nilsson et al., 1998; Redmond et
al., 1993; Tosser et al., 1992), aunque si hallaron la presencia de VLPs en el medio

extracelular.

El numero de células infectadas con el virus rTGEVs ynv-VP7 que expresaron la
proteina VP7 de rotavirus fue bajo, un 6% aproximadamente del total de células
infectadas, después de realizar cinco rondas de purificacion mediante el aislamiento
de clones por dilucion limite. La posterior amplificacion del clon aumenté la expresion
hasta un 20%, que se mantuvo estable a través de pases en cultivo celular. En la
construccion bicistronica se obtuvo un clon con una expresion del 4% de células
infectadas. Sin embargo, la amplificacion de este clon no dio lugar a virus estables que
expresaran las proteinas de rotavirus a un nivel aceptable. Estos datos nos ponen de
manifiesto la principal limitacion de un vector viral basado en coronavirus. Las posibles
causas de esta inestabilidad son multiples, y pueden ser debidas a caracteristicas de

la secuencia heteréloga o del vector viral:

La secuencia insertada. La secuencia heteréloga puede influir de dos formas:
por el tamafio y por la composicion. El tamafio del gen insertado puede influir por
limitaciones o constricciones en el empaquetamiento. EI material genético adicional
origina genomas mas grandes que se deben encapsidar en el viribn. En este vector
viral se ha mitigado este efecto eliminando los genes no esenciales 3a y 3b para
permitir una mayor capacidad de clonacion. Esta limitacion es mayor en el caso del
vector bicistrénico, en el que se han clonado dos genes. La composicién quimica
puede influir por la diferencia del contenido de guaninas-citosinas (GC) entre el
genoma viral y el gen heterdlogo, o por la aparicion de toxicidad para el virus o la
célula. El contenido en GC de la secuencia foranea comparada con el genoma del
virus puede ser importante. En vectores basados en poliovirus, la manipulacion del
contenido de GC ha incrementado la estabilidad genética de insertos foraneos (Lee et

al., 2002). No obstante, el gen GFP (que posee un alto contenido en GC) se ha
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mantenido estable después de su insercidon en el genoma de TGEV (Sola et al., 2003).
La aparicion de toxicidad puede manifestarse interfiriendo la maquinaria de replicacién
viral o influyendo en la supervivencia celular. Con respecto al virus, origina una
disminucién de la produccion de virus al reducir su replicacién. Con respecto a la
célula, puede inducir apoptosis y acortar la vida de la célula infectada. Esta reduccion
produce una menor tasa de replicacién y de expresion proteica. En nuestra opinion,
ésta es una de las causas mas importantes de la eficacia limitada de los vectores. La
expresion de la proteina VP7 de rotavirus se ha obtenido en grandes cantidades
utilizando vectores virales basados en baculovirus, sin que se documentara toxicidad
de la proteina en lineas celulares de insecto (Crawford et al., 1994; Dormitzer et al.,
2000; Fiore et al., 1995). Sin embargo, este efecto puede ser particularmente
importante a la hora de expresar conjuntamente dos proteinas virales, como son las
proteinas VP2 y VP6 de rotavirus. Los genes insertados también pueden contener
senales desconocidas, como estructuras secundarias de ARN o sitios de uniéon a
proteinas, que pueden afectar a la replicacion o a la transcripcion viral. En este trabajo,
se ha descrito la aparicion de una secuencia similar a la CS de TGEV en el gen de la
proteina VP7, y aunque este hecho no parecié inhibir la replicacion del virus, sin

embargo, podria afectar a su estabilidad.

El vector viral. En nuestra opinion existen tres puntos fundamentales que
provocan la pérdida del gen heterdlogo: la posicion del gen en el genoma del virus, la
toxicidad del gen para el virus y la facilidad para recombinar del virus. El
mantenimiento de los genes insertados depende de las tasas de mutacién y de
recombinacion viral. Mientras que la estabilidad en la expresidon de genes foraneos en
virus de ADN es alta, en virus de ARN es baja, debido a que la ARN polimerasa ARN
dependiente carece de un mecanismo de correccion de lectura y tiene un alta tasa de
error (Figlerowicz et al., 2003). Ademas, la estabilidad gendmica de los virus de ARN
de sentido positivo parece ser menor que los de sentido negativo, probablemente
debido a la ausencia, casi total, de recombinacion en estos ultimos (Figlerowicz et al.,
2003). Los genes son vulnerables a la deleccion, pero ademas, los genes foraneos
pueden contener secuencias que los hagan mas susceptibles a la mutacién o a la
recombinacion durante la replicacion de coronavirus. Al insertar genes heterélogos en
coronavirus se ha observado la aparicién de grandes delecciones mas que mutaciones
puntuales (Bosch et al., 2003; de Haan et al., 2005). Se ha propuesto la hipdtesis de
que estas delecciones sean el resultado de eventos de recombinacién intra o

intermoleculares. En cambio, en los virus de ARN de cadena negativa con genes
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insertados se ha observado la aparicion de mutaciones puntuales mas que grandes
delecciones (Dalton y Rose, 2001; Wertz et al., 2002). Coronavirus muestra una alta
tasa de recombinacion, lo cual probablemente funciona como una estrategia evolutiva
natural (Lai, 1996). Los eventos de recombinacién dentro del gen heter6logo dependen
de la homologia de secuencia entre éste y la secuencia del virus recombinante (Lai,
1996). Se ha observado que la estabilidad de secuencias heter6logas en coronavirus
depende de la propia secuencia insertada, pero que la pérdida de expresion depende,
significativamente, del fondo genémico y de la localizacion del gen insertado (de Haan
et al., 2005). Los insertos foraneos también pueden contener estructuras secundarias
del ARN que son propensas a sufrir recombinacién. Otra causa importante que
aumenta la inestabilidad es la aparicién de delecciones, que originan variantes del
virus recombinante de menor tamafo. Estos virus con delecciones poseen una mayor
ventaja selectiva que los virus que contienen los genes heterdlogos. En una infeccion
mixta con virus recombinantes y virus que han perdido la secuencia heterdloga, son
éstos ultimos los que tienen una mayor ventaja selectiva, porque deben replicar un
genoma mas pequefo. En coronavirus, el mantenimiento de un gen foraneo depende
de su posicibn en el genoma. En experimentos previos se ha demostrado la
importancia del sitio de clonacién del gen de la GFP en el genoma de TGEV (Sola et
al., 2003). La clonacién de la proteina GFP en el lado 3’ del gen N, sin reemplazar a
los genes no esenciales, origind un virus altamente inestable. Otros intentos de clonar
el gen de la GFP en el lado 3’ del gen N en el genoma de MHV, no produjeron virus

viables que expresaran la proteina (Hsue y Masters, 1999).

Estos problemas también se han presentado en la familia Arteriviridae, que
estad estrechamente relacionada con Coronaviridae, y ambas estan incluidas en el
orden Nidovirales. Los virus de la familia Arteriviridae también presentan problemas de
inestabilidad al ser empleados como vectores de expresion. Se han clonado epitopos
cortos en la proteina M del virus de la arteritis equina (AEV) (de Vries et al., 2000) y
de la proteina N del PRRSV (Groot Bramel-Verheije et al., 2000). Los virus
recombinantes con la proteina N modificada perdieron el epitopo en el cuarto pase en
cultivo celular. La introduccién del gen de la GFP completo en el genoma de arterivirus
originé un virus recombinante altamente inestable (de Vries et al., 2001). Después del
segundo pase ya se detectaron mutantes deleccionados por RT-PCR. La baja
capacidad de los arterivirus para acomodar material genético foraneo puede deberse a
constricciones en el empaquetamiento, impuestos por la estructura icosaédrica de su

nucleocapside. Ademas, carecen de genes no esenciales. Por ultimo, todas sus ORF
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se solapan, y por tanto cada TRS esta incluida en el gen adyacente, lo que dificulta la

introduccion de genes foraneos.

A pesar de esta limitacion de los vectores basados en coronavirus, la
estabilidad de los genes heterdlogos se puede mejorar. Una opcion es reducir el
tamano de la secuencia heterdloga. En la proteina VP7 de rotavirus se han definido
varias regiones altamente variables, lo que ha conducido a pensar que estas
secuencias corresponden a regiones antigénicas (Tabla 5.1). Las secuencias de
nucleodtidos que codifican estas secuencias de aminoacidos se pueden seleccionar, y
clonar solamente las regiones de interés, lo que reduciria el tamafo del inserto. Otra
opcion es crear proteinas de fusion con dos sistemas de degradacion de las proteinas
celulares: ubiquitina y LIMP-Il. El laboratorio del Dr. Enjuanes esta actualmente
trabajando con estos sistemas para el vector viral de TGEV que expresa proteinas del
PRRSV. Esta estrategia es muy interesante para aplicar al vector bicistronico, ya que
disminuiria la posible toxicidad causada por las proteinas de rotavirus en el ciclo
celular. Otra estrategia alternativa podria ser afiadir al gen heterélogo una secuencia
de anclaje a la membrana celular. Esta secuencia codifica una sefial que dirigiria a la
proteina para que se expusiera en la superficie celular (Andrew et al., 1992; Andrew et
al., 1990; Both et al., 1993). La secuencia proviene del péptido de unién a membrana
de la hemaglutinina del virus influenza, y su insercién provoca que la proteina VP7 sea
expuesta en la superficie celular. Esta construccion podria permitirnos desarrollar un
sistema de purificacion de células infectadas que exponen la proteina VP7 en su
superficie, mediante citometria de flujo. Se seleccionarian poblaciones de células que
expresen esta proteina en la membrana y, por tanto, estén infectadas con el virus que

expresa la proteina.
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Region Aminoacidos Comentario

A 87-101
B 143-152 Principales sitios de neutralizacion (Dyall-Smith et al., 1986)
C 208-221
D 65-76 En el trabajo de Gunn et al. (1985) no obtienen respuesta
E 180-190 antigénica al inocular un péptido con los aminoacidos 66-76
Propuesta por Kirkwood et al. (1993) por seleccién de mutantes de
F 235-242
variantes antigénicas
247-259 (Gunn et al., 1985)
Otras 275-295 (ljaz et al., 1995)
regiones
Regién inmunodominante, pero posiblemente region no
233-283

neutralizante (Huang et al., 2000)

Tabla 5.1. Localizacién en la secuencia de aminoacidos de la proteina VP7 de rotavirus

de las principales regiones inmunogénicas.

5.4. Inmunizacion de ratones con el vector que expresa la proteina VP7 de

rotavirus

Nuestros datos demuestran que el vector viral promovié una respuesta
inmunitaria en el ratén adulto frente al propio vector y en menor medida frente a la

proteina VP7 de rotavirus.

5.4.1. Respuesta de anticuerpos

En este trabajo se ha demostrado que los ratones Balb/c inducen una
respuesta de anticuerpos dirigidos frente al virus TGEV adaptado a infectar células de

ratén, tanto por via sistémica (IgG e IgA séricas) como en mucosas (IgA intestinales).

Se han aplicado diferentes estrategias para desarrollar una vacuna de
subunidades frente a rotavirus, a través de la expresion de genes clonados (de
longitud completa o de secuencia parcial) de las proteinas VP7 y VP4 de la capside
externa, con resultados diversos. La mayoria de los intentos para inmunizar animales

frente a rotavirus mediante la expresién de la proteina VP7 han tenido un éxito
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limitado, debido a la complejidad y aparente inestabilidad de los dominios de
neutralizacién de dicha proteina (McGonigal et al., 1992; Salas-Vidal et al., 1990). En
la mayoria de los estudios sélo se han inducido anticuerpos para la proteina VP7
desnaturalizada, indicando que, aunque se expresara la proteina en su forma
inmunogénica, ésta no podia conseguir una conformacion que desencadenara
anticuerpos que neutralizaran o unieran al virus (Johnson et al., 1989; Salas-Vidal et
al., 1990). Los resultados sugieren que la proteina VP7 debe unir calcio para formar su
dominio de neutralizacién durante el ensamblaje de la particula (Dormitzer et al.,
1994). La expresién en vectores procariéticos (Escherichia coli y cepas atenuadas de
Salmonella typhimurium) han tenido resultados decepcionantes para proteger
eficazmente a ratones. La inmunizacion con VP7 expresada en células de insecto por
baculovirus recombinantes, ha generado bajos niveles de anticuerpos neutralizantes
en animales de laboratorio (Conner et al., 1996), aunque se ha comprobado que se
inducen linfocitos T CD8" que median la eliminacién de la infeccién cronica por
rotavirus en ratones SCID (Dharakul et al., 1991). La expresion de la proteina VP7 en
vectores de virus vacuna ha mostrado resultados prometedores cuando la proteina
VP7 se ha expresado en la superficie celular unida a la membrana plasmatica de las
células infectadas. Esto se ha conseguido mediante la adicién del dominio
citoplasmatico y de anclaje a membrana de la hemaglutinina del virus influenza. Esta
proteina quimérica deriva de la proteina VP7 de la cepa SA11 silvestre, en la que se
ha reemplazado el péptido sefial hidrofébico por el péptido de sefal de anclaje a
membrana en el extremo carboxilo-terminal de la proteina VP7 (Andrew et al., 1990).
Con esta construccion se ha conseguido que ratones lactantes de una semana de
edad, nacidos de madres vacunadas con estos virus vacuna recombinantes,
estuvieran protegidos frente a la inoculacion del virus homodlogo (Andrew et al., 1992).
Se han obtenido resultados similares con la misma construccién para la proteina VP7

expresada en un adenovirus recombinante tipo 5 (Both et al., 1993).

El vector rTGEVs.unv-VP7 estimuld una respuesta de anticuerpos anti-rotavirus.
La ruta mas eficaz de inoculacién fue la via intraperitoneal, que produjo una respuesta
significativa de anticuerpos IgG séricos desde la primera inoculaciéon, aumenté en la
segunda y se mantuvo en la tercera inoculacion. No se observé la produccién de
anticuerpos en el suero de ratones inoculados por via intragastrica ni intragastrica-
intranasal. El estudio de los anticuerpos neutralizantes anti-rotavirus mostré que existe
una tendencia hacia estos resultados. La mayor diferencia entre los sueros de ratones
preinmunes y los inoculados se encontré en el grupo intraperitoneal. Aunque esta

divergencia no fuera estadisticamente significativa, se encuentra cerca del nivel de
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confianza del 5%. Sin embargo, se obtuvo una respuesta de anticuerpos séricos frente
al vector en todas las vias de inoculacion. Este hecho indica que el virus con tropismo
por el raton replicé en 6rganos y en mucosas promoviendo una respuesta frente al
vector. Una posible explicacion de esta diferencia es que el virus posea una baja
eficacia de infeccion de érganos a través de mucosas, y por tanto una ruta de
inoculacion mas directa, como la via intraperitoneal, permitiria una mayor replicacion
del virus en organos y, consecuentemente, una mejor respuesta del sistema
inmunitario. De hecho, la respuesta de anticuerpos anti-TGEV por via intranasal fue
mayor, probablemente porque el virus replica en el pulmén y disemina mejor a

organos.

No se detecté una respuesta de anticuerpos de clase IgA anti-rotavirus en
mucosas. No obstante, hay que tener en cuenta que la respuesta de anticuerpos de
clase IgA en mucosas frente al vector no fue uniforme (2 de los 6 ratones inoculados),
por lo que probablemente sea mas dificil desencadenar una respuesta especifica
frente a la proteina VP7 de rotavirus. Una posible explicacion es que el virus replica
con una baja eficacia en los ratones Balb/c, lo que dificultaria la inducciéon de una
respuesta en mucosas. Los ratones STAT1-/- son muy susceptibles .a las infecciones
virales (Durbin et al., 1996; Hogan et al., 2004; Karst et al., 2003; Mumphrey et al.,
2007; Shresta et al., 2005). Nosotros también observamos una replicacion viral mas
intensa en estos ratones que en los ratones Balb/c. Se realizé un estudio preliminar de
la respuesta de anticuerpos anti-TGEV en ratones STAT1-/-, y se observé una alta
variabilidad al inocular a estos ratones intragastricamente con rTGEVs yny-VP7. Pese
a ello se estudio la respuesta de anticuerpos anti-rotavirus en estos ratones, pero no
se detectaron anticuerpos de clase IgG o IgA especificos de rotavirus, debido a que
tienen alteradas las vias de la inmunidad innata. La deficiencia en la proteina STAT1-/-
provoca la falta de respuesta a los interferones de tipo | y Il, lo que puede impedir
posteriores respuestas antivirales (van den Broek et al., 1995). La ausencia de la
proteina STAT1 provoca la interrupcion de la via de sefializaciéon que es responsable
de la canalizacion de las acciones pleiotrépicas de los inferferones. Ademas, se cree
que diversas citocinas, aparte del IFN, necesitan de la participacién de la proteina
STAT1 para llevar a cabo sus respuestas celulares. Entre ellas se encuentra la IL-6, el
factor estimulante tipo 1 (CSF-1) (Larner et al., 1993), la IL-10 (Finbloom y Winestock,
1995) y diversas hormonas. Recientemente, se ha comprobado que los ratones
STAT1-/- tienen una capacidad reducida para producir anticuerpos de clase IgG e IgM
(Thibault et al., 2008). Tampoco se ha observado la producciéon de anticuerpos tras la

inoculacién de norovirus murino tipo 1 a estos ratones (Mumphrey et al., 2007).
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5.4.2. Respuesta de citocinas en ratones inmunizados

Las citocinas son un factor clave en la regulacién de la respuesta inmunitaria, y
en particular de la produccion de anticuerpos IgA en mucosas. Existen dos subtipos
principales de células T CD4" segun el patron de citocinas que producen (Mosmann y
Coffman, 1989). El primer tipo son las células T “helper” tipo 1 (Th1), que secretan
IFN-y, IL-2 y TNF-B y son eficientes inductores de linfocitos T citotoxicos (CTL). El
segundo tipo son las células Th2 que producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, las cuales
promueven respuestas de células B incluyendo los isotipos de 1gG1 e IgA. Existen
numerosos factores que pueden influir en el perfil de citocinas, particularmente la
naturaleza y dosis del antigeno presentado al sistema inmunitario o el tipo de células
presentadoras de antigeno. En la mayoria de infecciones virales predomina una
respuesta tipo Th1 con produccién de IFN-y (Finke et al., 1995; Milligan y Bernstein,
1995). Pero los virus que infectan superficies mucosas favorecen una respuesta de
citocinas de tipo Th2 (Daynes et al., 1990). Aunque sigue prevaleciendo el IFN-y
(Milligan y Bernstein, 1995)y se puede inducir el aumento de los niveles de IL-4, como
por ejemplo tras la infeccion de mucosas por el virus influenza o el virus respiratorio

sincitial (Graham et al., 1994; Sarawar et al., 1994).

La infeccion de ratones por MHV-A59 se acompafa por el incremento de la
produccién de IFN-y y la supresion de las respuestas de esplenocitos a la
concanavalina A (Even et al., 1995; Lardans et al., 1996). Ratones Balb/c infectados
con la cepa JHM, que posee una virulencia mayor, muestran la supresion de la
proliferacion inducida por la concanavalina A, un descenso en la sintesis de IL-2 e
IL-4, y un retraso en la producciéon del IFN-y en la primera semana de infeccion,
mientras que posteriormente se detectan grandes cantidades de IFN-y (de Souza et
al., 1991; Dindzans et al., 1987; Smith et al., 1987). La funcién de macréfagos se halla
dafiada en ratones infectados con esta cepa (de Souza y Smith, 1991) o cepas

naturales (Boorman et al., 1982; Dempsey et al., 1986).

Nuestros datos mostraron una tendencia a inducir una respuesta inmunitaria de
tipo humoral por parte del vector viral que expresa la proteina VP7, con la activaciéon
de IL-10 en el cultivo de esplenocitos estimulados y una baja respuesta de IFN-y. La
respuesta parece ser debida al vector y no a la proteina VP7 porque se produjo tras la
estimulacioén de esplenocitos con el virus rTGEVs yny, pero no con el virus rTGEVs ynv-
VP7. En contra de lo esperado, no hallamos un incremento en la produccion de
interferén, pero se ha observado que esplenocitos obtenidos de ratones infectados con

MHV y Trypanosoma cruzi producen un aumento de la secrecidén de IL-10, y que la
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produccion enddgena de esta interleucina regula negativamente la produccion de
IFN-y (Torrecilhas et al., 1999).

En cambio, tanto en el suero como en el cultivo de esplenocitos de ratones
inoculados, se produjo un aumento en la produccion del factor estimulante de colonias
de macrofagos y granulocitos (GM-CSF). Este factor es un citocina de respuesta
general que promueve la proliferacion y maduracion de neutréfilos, eosindfilos y
macrofagos de progenitores de la médula 6sea. Ademas, se ha visto que tiene una
profunda influencia en las funciones bioldgicas de neutrdfilos, eosindfilos, basofilos,
macrofagos y linfocitos (Rasko, 1997). Entre sus funciones bioldgicas se incluyen la
potenciacién de la presentaciéon de antigenos, quimiotaxis, sintesis de una gran
variedad de enzimas y mediadores solubles, liberacion de intermediarios reactivos del
oxigeno e histaminas, muerte celular dependiente de anticuerpos y fagocitosis. Todo
ello contribuye de forma diferente en la defensa del sistema inmunitario frente a

diversos patégenos (Barreda et al., 2004).

5.4.3. Proteccion en el modelo de ratén lactante

Los anticuerpos maternos generados por hembras inoculadas por via
intraperitoneal con el vector, protegieron al 60% de los ratones lactantes sometidos a
la infeccién con una cepa homoéloga de rotavirus (RF), y solo protegieron a un 18% de
los ratones inoculados con una cepa heteréloga (EDIM). La inoculacion de los ratones
con el vector viral rTGEVsuuy-VP7 por via parenteral parece ser la mas adecuada
para generar una respuesta eficaz de anticuerpos maternos frente a rotavirus, ya que
la inoculacién por via intragastrica protegié sélo a un 13% de los ratones nacidos de
estas madres. Estos resultados coincidieron con la produccién de anticuerpos, ya que
las madres que sintetizaron anticuerpos séricos de clase IgG son las que protegieron a

las crias frente a la diarrea por rotavirus.

5.5. Problemas de expresion del vector rTGEVs_yuv-VP2/VP6 para inmunizar

Se ha generado un vector bicistronico basado en TGEV que expresa VLPs de
rotavirus en células porcinas, pero no se ha obtenido un clon del mismo virus con
tropismo murino que exprese establemente las proteinas heterdlogas VP2 y VP6. Esta
divergencia puede deberse a diferencias en el ciclo infectivo del virus en las células de
ratén que disminuirian la eficacia de la capacidad transcripcional del virus, provocando

su inestabilidad. Este problema se podria mejorar mediante pases seriados en células
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de ratén. Estos pases mejorarian la capacidad replicativa del virus en esta especie.
Previamente, se ha descrito que la administracion intranasal de VLPs de rotavirus de
doble capa, obtenidas utilizando baculovirus bicistronicos en ratones adultos, induce
una proteccion superior al 98% frente a la inoculacion con una dosis de
aproximadamente 10 Dlso de la cepa silvestre (Blutt et al., 2006; O'Neal et al., 1997).
Por otro lado, con la administracion de VLPs por via oral o intramuscular a ratones
adultos se obtuvieron niveles de proteccién del 39% y 89% respectivamente, tras la
inoculacion de dosis bajas de rotavirus (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003; O'Neal et al.,
1997). Estos resultados no se repiten en otros modelos animales, como en los
conejos, donde la inmunizacion parenteral resulta en bajos niveles de proteccion
(32%), mientras que la administracion por via intranasal no induce una inmunidad
protectora frente a la inoculacién posterior con una dosis superior a 1.000 Dlsy de la
cepa silvestre (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003; Ciarlet et al., 1998). Sin embargo, cerdos
gnotobidticos inmunizados con VLPs de VP2/VP6 por via intranasal u oral no
estuvieron protegidos frente a la diarrea generada por la inoculacién con una dosis de
10% DlIs, de rotavirus humano (Yuan et al., 2000). Para aumentar la eficacia en la
proteccion frente a rotavirus empleando VLPs, posiblemente sea necesaria la adicion
de los antigenos neutralizantes VP4 y VP7 a las VLPs de rotavirus expresadas

utilizando el vector rTGEV.

5.6. Estrategias futuras

Existen dos tipos de estrategias para mejorar los vectores basados en
coronavirus. Por una parte, se puede aumentar la seguridad y por otra se puede

incrementar la eficacia de los vectores.

El mayor avance para la seguridad de una vacuna basada en coronavirus, ha
sido la generacién de vectores competentes en replicacién y deficientes en
propagacion. La estrategia para conseguir estos vectores bioseguros es eliminar un
gen esencial cuya proteina se produzca en células transformadas con dicho gen, las
denominadas células empaquetadoras. Los coronavirus se han complementado con
éxito en lineas celulares empaquetadoras (Curtis et al., 2002; DeDiego et al., 2007;
Ortego et al., 2002). Este tipo de lineas celulares empaquetadoras se han desarrollado
utilizando vectores basados en el replicdn no citopatico del virus Sindbis (Frolov et al.,
1996; Khromykh et al., 1999; Lindenbach y Rice, 1997), en el virus del bosque de
Semliki (Polo et al., 1999), en el virus de la encefalitis equina venezolana (Curtis et al.,

2002) y en lineas transformadas establemente mediante la localizacion de genes bajo
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promotores no inducibles (Von Seggern et al., 1998) o inducibles (Kafri et al., 1999;
Pacchia et al., 2001). Los virus formados en estas células al infectar células no
complementadoras expresaran las proteinas heterélogas, pero no podran ensamblarse

e infectar a células vecinas.

En la tesis doctoral de Juan Eduardo Ceriani Laurenso, dirigida por el Dr. L.
Enjuanes, se han generado virus infectivos mediante la complementacion en trans de
un genoma de TGEV deficiente en el gen esencial E. Para ello, se han utilizado lineas
celulares empaquetadoras que expresan esta proteina tanto de forma transitoria como
estable. En los coronavirus del género B se ha demostrado recientemente que la
proteina E no es esencial para la replicacion del virus, aunque la replicacion en estos
virus es mas lenta en ausencia de esta proteina, tanto en cultivos celulares como en
modelos animales (DeDiego et al., 2007; Kuo y Masters, 2002; Kuo y Masters, 2003).
Por el contrario, en TGEV, que pertenece al género a, se ha demostrado que la
proteina E es esencial para la replicacion mediante la transfeccion de células con un
ADNc infeccioso de TGEV en el que se ha deleccionado el gen E. Con esta
construccion no se obtienen virus infecciosos (Curtis et al., 2002; Ortego et al., 2002).
El virus generado depende de la expresidén en trans de la proteina E, pero durante la
infeccion no es capaz de ser secretado al medio extracelular y, por tanto, este virus no

es capaz de infectar a células vecinas.

Estos vectores presentan una gran bioseguridad, dado que hasta el momento
no se ha demostrado la recuperacion del gen deleccionado por recombinacion
homologa del genoma viral con los ARNm expresados por las células empaquetadoras
(Ozdarendeli et al., 2001).

La deleccién de un gen esencial viral presenta la ventaja adicional de que se

pueden desarrollar vectores virales con mayor capacidad de insercion.

Las mejoras en la eficacia que estamos contemplando son:

1. Mejora de la potencia de las secuencias que regulan la transcripcion.

2. Mejora de los niveles de transcripcion insertando un potenciador de la transcripcion
identificado recientemente en el laboratorio del Dr. L. Enjuanes. En el trabajo de
Moreno et al. (2008) se describe un mecanismo novedoso de regulacion de la
transcripcién en coronavirus. Consiste en nueve nucledtidos localizados a 449

nucleotidos hacia el extremo 5’ de la secuencia CS de la TRS del gen N. Esta
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secuencia interactua con la secuencia complementaria del CS del gen N e
incrementa especificamente la acumulacién del ARNsg del gen N.

3. Optimizacion de los codones del gen a expresar para el ratén.

4. Eliminacién de dominios toxicos de las proteinas heterdlogas. Creemos que ésta es
la estrategia mas importante. Es conocido que la presencia de secuencias
hidrofébicas en una proteina viral aumenta su toxicidad. Por ello, proponemos
evaluar la presencia de estas secuencias a lo largo de las proteinas a expresar y
eliminarlas. Alternativamente, se podria realizar una mutagénesis al azar a lo largo
de toda la proteina, seleccionando aquellas variantes que mantienen la
antigenicidad de la misma y que muestran una toxicidad reducida. En esta tesis lo
hemos intentado mediante pases de purificacion y hemos conseguido una pequefa
mejoria.

5. Adiciéon de una sefal de anclaje a membrana. Otros vectores virales que expresan
la proteina VP7 de rotavirus se han mostrado eficaces para promover una
respuesta de anticuerpos anti-rotavirus unicamente cuando esta proteina se ha
expuesto en la superficie celular mediante la adicion de un péptido de anclaje a
membrana (Andrew et al., 1992; Andrew et al., 1990; Both et al., 1993). Una posible
explicacién de esta mejora es que la proteina sea reconocida mas facilmente por
las células del sistema inmunitario.

6. Construccion de proteinas quiméricas entre la proteina heterdloga y sefiales de
degradacién de las proteinas celulares. En concreto, se pueden crear quimeras con
la proteina LIMP-Il y con ubiquitina. Estas sefiales conducen a la degradacion de la
proteina por el proteosoma o lisosomas celulares. Los péptidos resultantes son
expuestos por el sistema de histocompatibilidad (MHC-Il en el caso de LIMP-Il y
MHC-I en el caso de la ubiquitina). Estas construcciones tienen la ventaja de que
mejoran la presentacion de antigeno, que disminuyen la posible citotoxicidad de la
proteina foranea y que se puede potenciar el tipo de respuesta inmunitaria que sea
de interés, promoviendo una respuesta inmunitaria de tipo celular via T CD4"
(LIMP-I1) 0 humoral via T CD8" (ubiquitina).

7. Inclusién en los vectores virales de adyuvantes genéticos. Se puede coexpresar el
antigeno junto con genes de citocinas, como IL-12 y IL-4, para promover las
respuestas celulares o humorales, respectivamente.

8. Coadministracion de vectores con adyuvantes convencionales autorizados. Se

puede elegir el mas apropiado en base al receptor “toll-like” que estimulan.
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Conclusiones

6. CONCLUSIONES

Se han construido dos vectores virales basados en el genoma de TGEV que
incorporan secuencias que codifican proteinas de rotavirus. El vector
rTGEVsprv-VP7 contiene el gen ORF9 de rotavirus y el vector bicistrénico
rTGEVs.prv-VP2/VP6 incluye los genes ORF2 y ORF6 de rotavirus. Los genes no

esenciales 3a y 3b se han eliminado para clonar en su lugar los genes de interés.

Los vectores poseen una cinética de crecimiento similar a la del virus parental
TGEV. El vector rTGEVspry-VP7 alcanza unos titulos similares y el virus

rTGEVs.prv-VP2/VP6 replica con un titulo un logaritmo menor.

Los vectores virales desarrollados expresan las proteinas de rotavirus en cultivo de
células ST. La expresiéon del vector bicistronico origina VLPs de rotavirus

intracelulares.

El tropismo de los vectores virales se ha modificado para que infecten células de
ratdn sustituyendo el dominio globular de la proteina de la espicula de TGEV por el

de la espicula del virus MHV.

El virus con tropismo murino (rTGEVs.uny) replica a titulos elevados en células de
origen murino LR7 y en células humanas Caco2 transfectadas con el receptor para
el virus MHV.

El virus rTGEVs.yny presenta la misma cinética de crecimiento que el virus MHV,
pero con un titulo un logaritmo menor. La infeccidon de células de raton por el virus
rTGEVs.muv produce un efecto citopatico y placas de lisis similares a las del virus

MHV, aunque de menor tamafio.

Se ha aislado un clon estable del virus rTGEVsuny-VP7 tras cinco rondas de
purificacién en células murinas LR7, que produce una expresion de la proteina
VP7 en el 20% de las células infectadas. No se ha aislado un clon estable del virus
rTGEVsmuv-VP2/VP6B, ni se ha observado la produccion de VLPs en cultivos

infectados con este vector bicistronico.
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8.

10.

11.

12.

El virus rTGEVs.mny infecta a ratones Balb/c y a ratones deficientes en la proteina
STAT1 (STAT1-/-), replicando en diferentes érganos como intestino, bazo, higado,
rindn y pulmon. El antigeno viral se detecta durante 4 dias en ratones Balb/c y

durante 6 dias en ratones STAT1-/-.

El virus rTGEVs uynv-VP7 promueve una respuesta de anticuerpos séricos de clase
IgG anti-TGEV cuando se administra por la via intragastrica, combinada con la
intranasal e intraperitoneal. El virus rTGEVsumyvy induce una respuesta de
anticuerpos séricos de clase IgA desde la segunda inoculacion y de

coproanticuerpos.

El virus rTGEVsunv-VP7 promueve una respuesta de anticuerpos IgG séricos
frente a rotavirus en ratones Balb/c inoculados por via intraperitoneal. No se ha
observado la produccion de coproanticuerpos IgA frente a rotavirus. Los ratones

STAT1-/- no desarrollan una respuesta humoral frente a rotavirus.

El vector viral promueve preferentemente una respuesta de citocinas de tipo Th2,
con un aumento de la IL-10 y del factor de crecimiento GM-CSF y bajos niveles de
IFN-y.

Los anticuerpos generados por ratones Balb/c hembras después de la inoculacion
del vector rTGEVs unv—VP7 por via intraperitoneal protegen parcialmente frente a

la diarrea inducida por el virus homotipico en ratones lactantes.
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