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Resumen

Los rotavirus de grupo A son la causa individual mas frecuente de diarrea severa en nifios menores de 5 afios. La
incidencia de la enfermedad por rotavirus es similar en paises en desarrollo y desarrollados, pero se estima que
mas del 80% de las muertes ocurren en regiones pobres. El plan de esta tesis abarcé distintos objetivos particulares
gue convergen en los objetivos generales de contar con la informacién epidemiolégica sobre la circulaciéon de
serotipos en nuestra regién, para evaluar criticamente la introduccion de la vacunacion contra rotavirus y monitorear
sus resultados, pero también generar herramientas para desarrollar nuevas alternativas preventivas. La informacién
sobre la epidemiologia general y molecular de las cepas circulantes en el Gran Buenos Aires entre los afios 2004 y
2007, contribuy6 a la continuacion de los trabajos de vigilancia de rotavirus llevados a cabo en nuestro laboratorio
desde 1996. La incidencia de rotavirus en el periodo estudiado fue de 19,7 % y la caracterizacion de los tipos G y P
permiti6 observar fluctuaciones marcadas en la prevalencia de los mismos durante las distintas temporadas
estudiadas. En general, los principales tipos G detectados fueron G2 y G9, mientras que los principales tipos P
detectados fueron P[8] y P[4]. Estos resultados contribuyeron a establecer el patrén natural de fluctuacion de las
frecuencias de genotipos en una misma area.

En cuanto a los objetivos relacionados con la generacion de nuevas alternativas preventivas fue prioritaria la
implementacién de un modelo animal para poder encarar dichos estudios. En este sentido se llevo a cabo la puesta
a punto del modelo murino de infeccidn por rotavirus como una herramienta versatil para abordar la investigacion
sobre inmunégenos, vacunas modelo y nuevos adyuvantes. En particular, se describié su utilizacién para evaluar la
inmunogenicidad y la proteccion inducida por distintos tipos de vectores virales y bacterianos.

Los vectores de tipo amplicén basados en HSV-1 son capaces de transducir eficientemente un amplio rango de
tipos celulares, incluyendo células dendriticas. Por ello pueden ser empleados como vehiculos vacunales para el
delivery de antigenos dado que las proteinas heter6logas son expresadas en el contexto de un proceso cuasi-
infeccioso. En linea con esta idea, se construyeron vectores amplicén que codifican una o mas proteinas de
rotavirus. Algunas de estas construcciones demostraron inducir respuestas inmunes especificas contra las
proteinas blanco, y en algunos casos también se demostrd, en cultivo celular, la eficiente formacién de particulas
tipo virus o Virus Like Particles (VLPs). Estas Ultimas construcciones generaron respuestas parcialimente
protectoras ante el desafio con rotavirus en los animales inmunizados.

El modelo murino de infeccion también fue empleado para evaluar la inmunogenicidad y proteccién inducida por un
tipo de vector totalmente distinto basado en bacterias del acido lactico. Lactococcus lactis es una bacteria del acido
lactico considerada un candidato prometedor para el desarrollo de vacunas de mucosas o como componente activo
de alimentos funcionales. En este trabajo se disefié y produjeron vectores de display basados en esta bacteria
mediante la construccion de plasmidos y transformacion de L. lactis de manera de que expresaran la proteina VP6
de rotavirus anclada a su pared y expuesta en su superficie. Estos vectores indujeron anticuerpos especificos para
rotavirus cuando se los administr6 a ratones, aunque la respuesta inmune generada sélo fue parcialmente
protectora cuando el in6culo se administré por via subcutanea pero no por via oral o intranasal. Los estudios de
expresion y la necesidad de un booster para generar respuestas detectables por via subcutanea indicarian que la
cantidad de antigeno expresada no fue suficiente para inducir una respuesta especifica en mucosas.



Esta tesis para optar al grado de Doctor de la Universidad Nacional de Quilmes fue realizada en el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, perteneciente al Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional de
Quilmes gracias a la concesion de Becas de Posgrado tipo | y Il otorgadas por la Comision Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) y financiada por:

¢ el Programa Microbiologia Molecular Basica y Aplicaciones Biotecnologicas de la Universidad Nacional de
Quilmes,

* el Proyecto Herpesvirus-based Vaccines Against Rotavirus Infections (HEVAR, subsidio de la Comunidad
Europea), y

« Subsidios de apoyo a la investigacion para estudiantes de grado e investigadores en formacién de la Universidad
Nacional de Quilmes.

Parte de los resultados correspondientes a esta tesis dieron origen a las siguientes publicaciones en
revistas cientificas:

Castello, A.A., Arglelles, M.H., Rota, R.P., Esteban, L.E., Scian, R., and Glikmann, G.2008. Rotavirus immune
responses and vaccine update. Current Topics in Virology 7: 1-20.

Esteban, L.E., Rota, R.P., Gentsch, J.R., Jiang, B., Esona, M., Glass, R.l., Glikmann, G., and Castello, A.A. 2010.
Molecular epidemiology of group A rotavirus in Buenos Aires, Argentina 2004-2007: reemergence of G2P[4] and
emergence of G9P[8] strains. Journal of Medical Virology 82:1083-1093.

Laimbacher, A.S., Esteban, L.E. (co-first author), Castello, A.A., Abdusetir Cerfoglio, J.C., Arglelles, M.H., Glikmann,
G., D’Antuono, A., Mattion, N., Berois, M., Arbiza, J., Hilbe, M., Schraner, E.M., Seyffert, M., Dresch, C., Epstein,
A.L., Ackermann, M., and Fraefel, C. 2012. HSV-1 amplicon vectors launch the production of heterologous rotavirus-
like particles and induce rotavirus-specific immune responses in mice. Molecular Therapy 2012 Sep;20(9):1810-20.

Esteban, L.E., Temprana C.F., Argielles, M.H., Glikmann G. and Castello, A.A. 2013. Antigenicity and
immunogenicity of rotavirus VP6 protein expressed on the surface of Lactococcus lactis. BioMed Research
International Volume 2013 Article ID 298598.

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar quiero agradecer a mi director de tesis, el Dr. Alejandro Castello, y ala Dra. Graciela Glikmann,
directora del Laboratorio de Inmunologia y Virologia, Universidad Nacional de Quilmes (LIV - UNQ), por
incorporarme a su grupo de investigacién, por guiarme durante el desarrollo de esta tesis, por su tiempo y por
brindarme los recursos que me permitieron completar este trabajo.

También quiero agradecer al Lic. Marcelo Arguelles, Lic. Rosana Rota, Lic. Juan Carlos Abdusetir Cerfoglio, Lic.
Marcelo Mandile, Lic. Alejandra Belizan, Lic. Mariana Orellana y Dr. Facundo Temprana (LIV - UNQ); Dra. Andrea
Laimbacher y Dr. Cornel Fraefel (Institute of Virology, University of Zurich); Liliana Rudak y Lic. Oscar Pérez
(ANLIS — Malbran) y Lic. Carlos Palacios (Instituto de Ciencia y Tecnologia Dr. César Milstein) por su colaboracion
en los proyectos en comin que formaron parte de este trabajo. Y junto a ellos, a los demas comparfieros de
laboratorio con los que comparti el dia a dia y las discusiones de técnicas y resultados a lo largo de estos afios.



INDICE

Lista de figuras

Lista de tablas

Abreviaturas

Objetivos

Introduccion general

Rotavirus

Antecedentes historicos

Genoma

Estructura del virién

Proteinas no estructurales
Clasificacion

Serogrupo y subgrupo

Electroferotipos

Genogrupos

Serotipos

Genotipos

Clasificaciéon basada en el genoma completo
Replicacion

Patogénesis

Respuesta inmune y correlatos de proteccién
Enfermedad, diagndstico y tratamiento
Parte |

Epidemiologia de rotavirus
Introduccion

Transmisién de los rotavirus
Morbilidad y mortalidad por rotavirus
Estacionalidad

Diversidad genémica
Distribucion global de genotipos

Transmision interespecie

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Prevencién

Objetivo general

Objetivos particulares

Materiales y métodos

Resultados y discusién

Deteccion de rotavirus en muestras de materia fecal
Prevalencia de genotipos Gy P

Analisis de secuencias del genotipo G9

Comparacion de las regiones antigénicas de las cepas G9
Analisis de secuencias del genotipo G2

Comparacion de las regiones antigénicas de las cepas G2
Influencia de la vacunacion sobre la diversidad de genotipos
Conclusiones

Parte Il

Puesta a punto del modelo murino de infeccidn por rotavirus
Introduccion

Modelos animales

Modelos de animales pequefios

Propagacion y titulacion de cepas de rotavirus wild type en raton
Deteccion de rotavirus en muestras de materia fecal de ratén
Deteccion de anticuerpos especificos para rotavirus
Respuesta inmune inducida por infeccién o vacunacion en ratones adultos
Objetivo general

Objetivos particulares

Materiales y métodos

Resultados y discusién

Produccién y titulacion de stocks de cepas de rotavirus
Concentracion y purificacion de RRV

Produccioén de anticuerpos policlonales

ELISA para deteccion de IgG anti rotavirus

ELISA para deteccién de IgA anti rotavirus

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Western blot para deteccion de IgG anti rotavirus

Western blot para deteccién de IgA anti-rotavirus
Modelo murino de infeccion por rotavirus

Conclusiones

Parte Il

Evaluacion de la respuesta inmune y de la proteccion inducida por vectores herpéticos que expresan
antigenos de rotavirus

Introduccion

Herpesvirus

Ciclo replicativo de los herpesvirus

Herpes simplex virus tipo 1

Vectores virales basados en HSV-1

Vectores tipo amplicon basados en HSV-1

Produccién de vectores amplicon dependiente de virus helper
Produccién de vectores amplicon independiente de virus helper
Vectores amplicon basados en HSV-1 como vacunas

Objetivo general

Objetivos particulares

Materiales y métodos

Resultados y discusién

Expresion de proteinas de rotavirus codificadas en vectores amplicon
Ensamblado de VLPs en las células infectadas por vectores amplicén
Resultados del experimento 1

Resultados del experimento 2

Resultados del experimento 3

Resultados del experimento 4

Conclusiones

Parte IV

Evaluacion de la respuesta inmune y de la proteccion inducida por Lactococcus lactis que expresan
proteinas de rotavirus

Introduccion

Bacterias del acido lactico

Interacciones hospedador-BAL en las superficies mucosas

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Produccion de proteinas heterélogas en Lactococcus lactis
Direccionamiento de proteinas en Lactococcus lactis
Lactococcus lactis como vehiculo de antigenos heterélogos

Caracteristicas particulares de la proteina VP6 de rotavirus
Objetivo general

Objetivos particulares

Materiales y métodos

Resultados y discusién

Expresion de VP6-CWA en L. lactis

Optimizacion de la expresion y determinacion de la localizacion celular de VP6- CWA
Inmunogenicidad de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 en ratones

Resultados del experimento 1
Resultados del experimento 2
Resultados del experimento 3
Conclusiones

Discusion general y conclusiones

Bibliografia
LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Micrografia crio-electronica de una muestra de rotavirus.

Figura 2. Organizacion estructural de los rotavirus.

Figura 3. Ciclo de replicacion de los rotavirus.

Figura 4. Fisio-patologia de la diarrea causada por rotavirus

Figura 5. Mortalidad global por diarrea aguda por rotavirus y cobertura de vacunacion.
Figura 6. Combinaciones de genotipos G-P de rotavirus detectadas en humanos y animales.
Figura 7. Primers para genotipos G

Figura 8. Primers para genotipos P.

Figura 9. Distribucion etaria de los pacientes con infeccién por rotavirus.

Figura 10. Frecuencia de los genotipos G y P detectados entre 2004 y 2007.

Figura 11. Frecuencia de genotipos G y P detectados por afio

Figura 12. Fluctuacioén de la frecuencia de genotipos durante 16 afios en Buenos Aires
Figura 13. Andlisis filogenético de cepas G9.

Figura 14. Andlisis filogenético de cepas G2.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 15. Curva de excrecién de rotavirus en materia fecal.

Figura 16. Niveles de anticuerpos anti rotavirus en el raton adulto.

Figura 17. Inmunidad inducida por rotavirus.

Figura 18. Mecanismos de accion de la IgA secretora.

Figura 19. Diagrama de aplicaciones de las cepas de rotavirus empleadas

Figura 20. Perfil de purificacion de RRV en gradiente de cloruro de cesio.

Figura 21. Andlisis por SDS-PAGE de las preparaciones de RRV concentrado y purificado.
Figura 22. Cronograma de inmunizacion con RRV purificado.

Figura 23. 1gG anti-rotavirus en sueros de ratones inmunizados con RRV purificado.
Figura 24. Titulacion de anticuerpos anti-rotavirus por ELISA.

Figura 25. Analisis por Western blot de anticuerpos anti-rotavirus.

Figura 26. Curvas de excrecion de rotavirus y anticuerpos especificos.

Figura 27. Cronograma de inmunizacion con inmundgenos control

Figura 28. Anticuerpos anti rotavirus en ratones inmunizados con inmundégenos control
Figura 29. Curvas de excrecion de rotavirus y AUC de los ratones inmunizados con
inmundgenos control y desafiados con rotavirus murino.

Figura 30. Estructura del virién de herpesvirus.

Figura 31. Ciclo replicativo de herpes simplex tipo |
Figura 32. Mapa del genoma de HSV-1.

Figura 33. Tipos de vectores basados en HSV-1.

Figura 34. Esquema representativo del sistema de empaquetamiento libre de virus helper.
Figura 35. Representacion esquematica de los plasmidos amplicén.

Figura 36. Cronograma de inmunizacion con los vectores amplicon

Figura 37. Expresién de genes de rotavirus en células transducidas con vectores amplicon.
Figura 38. Distribucion intracelular de las proteinas de rotavirus.

Figura 39. Micrografias electrénicas de VLPs producidas por vectores amplicon.

Figura 40. Proteinas de rotavirus presentes en las VLPs

Figura 41. 1gG anti rotavirus en ratones inmunizados en los experimentos 1y 2

Figura 42. Proteccion frente al desafio en ratones inmunizados en los experimentos 1y 2.
Figura 43. 1gG anti rotavirus en ratones inmunizados en el experimento 3.

Figura 44. Western blot de las muestras obtenidas en los experimentos 1, 2y 3

Figura 45. Proteccion frente al desafio en ratones inmunizados en el experimento 3

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.

Figura 58.

IgG anti rotavirus en ratones inmunizados en el experimento 4.

Andlisis por Western blot de las muestras obtenidas en el experimento 4
Proteccion frente al desafio en ratones inmunizados en el experimento 4
Destino de las BAL en el tracto gastrointestinal.

Representacion esquematica del sistema de expresion NICE.
Cronogramas de inmunizacion con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6.
Clonado de VP6 para la obtencion de pPCWA:VP6.

Analisis de la expresion de la fusién VP6-CWA.

Optimizacion de la expresion de VP6-CWA y determinacion de la localizacion celular.
Analisis de VP6-CWA en la superficie de L. lactis por citometria de flujo.
Resultados obtenidos durante el experimento 1.

Resultados obtenidos durante el experimento 2.

Resultados obtenidos durante el experimento 3.

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades de las proteinas codificadas por cada segmento genémico.

Tabla 2. Estrategias de clasificacion para los rotavirus.

Tabla 3. Constelaciones de genotipos de cepas humanas seleccionadas

Tabla 4. Primers para la amplificacion y tipificacion de VP7 y VP4,

Tabla 5. Incidencia de rotavirus grupo A entre 2004 y 2007.

Tabla 6. Distribucion y frecuencia de los genotipos detectados entre 2004 y 2007

Tabla 7. Distribucion y frecuencia de combinaciones de genotipos entre 2004 y 2007.

Tabla 8. Comparacion de las regiones antigénicas A, B, C, y F de VP7 de cepas G9y G2.

Tabla 9. Vectores amplicon evaluados en el modelo de raton adulto.

Tabla 10. Titulos de IgG anti rotavirus determinados por ELISA en los sueros obtenidos al dia

42 de los ratones inmunizados con los distintos vectores amplicon

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



ABREVIATURAS
AUC: &rea bajo la curva (Area Under the Curve)

BAC: cromosoma bacteriano artificial (Bacterial Artificial Chromosome) BAL: bacterias del
cido lactico

CWA: anclado a pared celular (Cell Wall Anchor)
DLP: particulas de doble capa (Double Layer Particles)
DO0490: densidad o6ptica a 490 nm DO600: densidad 6ptica a 600 nm dpd: dias post desafio

dpi: dias post inoculacion dsDNA: DNA doble cadena dsRNA: RNA doble cadena ER: reticulo
endoplasmaético

FFU: unidades formadoras de focos fluorescentes (Fluorescent Focus-forming Units)
HBSS: solucion salina balanceada de Hank (Hank's Balanced Salt Solution)

i.g.: intragastrico

i.m.: intramuscular i.n.: intranasal

IFN: interferén

Kpb: kilo pares de bases

MCS: sitio de clonado multiple (Multiple Cloning Site)

MF: material fecal MRNA: RNA mensajero pb: pares de bases

PBS-T: PBS, Tween 0,2 % PBS-TC: PBS-T, caseina 1 % PC: pared celular

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction) PFU: unidades
formadoras de placas (Plague-Forming Units)

PP: protoplastos

PS: péptido sefal

RT: retrotranscripcion

RV: rotavirus

RV1: vacuna monovalente contra rotavirus
RV5: vacuna pentavalente contra rotavirus
RVA: rotavirus grupo A

s.c.: subcutaneo

ssRNA: RNA simple cadena

TLP: particulas de triple capa (Triple Layer Particles)
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TU: unidades de transduccion (Transducing Units) VLP: particulas similares a virus (Virus-
Like Particles) wt: wild type
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OBJETIVOS

Los rotavirus grupo A son la causa individual més frecuente de diarrea severa en nifios menores
de 5 afios. La incidencia de la enfermedad por rotavirus es similar en paises en desarrollo y
desarrollados, pero se estima que mas del 80 % de las muertes ocurre en regiones pobres. Como
consecuencia de la alta morbilidad y mortalidad asociadas a la infeccién y al escaso efecto de las
medidas higiénico-sanitarias sobre su diseminacion, los rotavirus han sido identificados como un
blanco para el desarrollo de vacunas. El plan de esta tesis se enmarca en los objetivos generales
de nuestro laboratorio de contar con informaciobn sobre la diversidad de los rotavirus
circulantes en nuestra region para evaluar la relevancia y los eventuales resultados de la
introduccién de vacunas licenciadas y generar herramientas para desarrollar y evaluar nuevas
alternativas. En este contexto, los objetivos particulares de la presente tesis son de indole
epidemioldgico, de desarrollo de metodologia y de ensayo de nuevos inmundgenos utilizando esta
metodologia. Dichos objetivos son planteados y resueltos a través de las cuatro partes que
conforman la tesis, a saber:

Parte |. Epidemiologia de rotavirus: Deteccion de rotavirus y caracterizacion por genotipificacion
de cepas prevalentes en nifios en el Conurbano Bonaerense con el objetivo de contar con
informacién epidemioldgica relevante que permita un andlisis sobre la fluctuacion temporal y
geografica de las cepas circulantes en la region.

Parte 1l. Puesta a punto del modelo murino adulto de infeccién por rotavirus: Produccion
de stocks de cepas de rotavirus murino, simiano y humano, puesta a punto de inmunoensayos para
deteccion de la respuesta inmune especifica, protocolos de inmunizacién de ratones y desafio con
rotavirus salvaje. El objetivo de esta parte fue contar con un modelo animal que permita evaluar la
inmunogenicidad y capacidad protectora de cualquier antigeno o vector que contenga proteinas de
rotavirus.

Parte Ill. Utilizacion del modelo murino para evaluar la respuesta inmune y la proteccion
inducida por vectores herpéticos que contienen o expresan antigenos de rotavirus. El objetivo fue
evaluar vectores vacunales derivados del Herpes Virus tipo 1 (HSV-1) que expresan distintas
proteinas de rotavirus, como una alternativa conveniente para inducir una respuesta inmune
especifica y comparar el efecto de distintas combinaciones de genes de rotavirus sobre la
inmunidad protectora.

Parte IV. Utilizacion del modelo murino para evaluar la respuesta inmune y la proteccion
inducida por Lactococcus lactis que expresan antigenos de rotavirus. Debido a que Lactococcus
lactis es una bacteria no invasiva y no colonizadora que ha sido propuesta para el delivery de
antigenos a mucosas, el objetivo de esta parte fue emplearla para expresar la proteina VP6 de
rotavirus y utilizarla como vehiculo para la presentacion del antigeno en la mucosa gastrointestinal,

evaluando su capacidad inmunogénica y protectora.
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I. Introduccién general
Rotavirus
Antecedentes histéricos

Los primeros rotavirus en ser descriptos, en base a la patologia y las caracteristicas
epidemioldgicas de la enfermedad, fueron cepas murinas clasificadas bajo la denominacion general
de agentes responsables de la “diarrea epizodtica de los ratones lactantes” (epizootic diarrea of
infant mice: EDIM). Los rotavirus murinos también fueron los primeros en ser visualizados por
microscopia electrénica. Al mismo tiempo, se observaron virus con morfologia comparable en
hisopados rectales de monos. Estos agentes fueron descriptos como particulas de 70 nm con
apariencia similar a una rueda, por lo que fueron designados rotavirus en base a la palabra en
latin que significa rueda (Figura 1). En 1969 se demostrd la presencia de estas particulas en heces

de terneros con diarrea, asociando asi a estos virus con la enfermedad en el ganado75.

i

i

Figura 1. Micrografia crio-electrénica de una muestra de rotavirus.
En la micrografia se sefialan particulas de triple capa (TLP) y particulas de doble capa (DLP). Adaptado de Baker et
al, 199911.

La correlacion entre la presencia de particulas compatibles con rotavirus y la diarrea severa en
nifios fue reportada por primera vez en 1973 por Bishop et. al.20, 80 a partir de la microscopia
electrénica sobre cortes histologicos de duodeno de nifios con gastroenteritis aguda. Poco después
se demostrd que las cepas humanas y animales, ademés de compartir caracteristicas morfologicas,
compartian un antigeno de grupo y estos virus fueron clasificados como miembros del género
Rotavirus dentro de la familia Reoviridae.

En 1980, se descubrieron en cerdos particulas morfolégicamente indistinguibles de las cepas
establecidas de rotavirus, sin embargo estas Ultimas poseian un antigeno comun de grupo diferente
al de los virus previamente caracterizados. Este tipo de hallazgos condujo a la identificacion de
rotavirus pertenecientes a seis grupos adicionales (B a G) reservandose el grupo A para las cepas
de rotavirus conocidas hasta el momento. Sélo los grupos A, B y C han sido asociados con
enfermedad en humanos aunque la mayoria de los casos son causados por las cepas del grupo
A75, 110.
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Genoma

Los rotavirus poseen un genoma de dsRNA constituido por 11 segmentos, cuyos tamafos
varian entre 667 pb (segmento 11) y 3.302 pb (segmento 1) (Figura 2), alcanzando un total de
aproximadamente 18.500 pb74 para el genoma completo. Cada segmento codifica una proteina, con
excepcion del segmento 11 que codifica dos.

Los segmentos gendmicos, cuya hebra positiva contiene la secuencia cap 5’, se encuentran
altamente ordenados dentro del core del virus. La mayoria de los segmentos poseen un Unico
marco de lectura y secuencias terminales conservadas 5’ y 3'. Se considera que estas secuencias
terminales contienen sefiales importantes para la transcripcion, la replicacion y el ensamblado de los
segmentos gendmicos virales75.

Los rotavirus codifican seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no
estructurales (NSP1-NSP6). Se ha establecido una correlacién entre genes y proteinas para varias
cepas de rotavirus aunque la correlacion entre las proteinas y su funcion sélo se conoce

parcialmente (Tabla 1).

Estructura del virion

Las particulas de rotavirus constan de tres capas proteicas concéntricas: una capa interna
formada por VP1, VP2 y VP3 que contiene al genoma, denominada core, una capa intermedia
formada por VP6 y una capa externa formada por VP7 y VP4 (Figura 2). La estructura tridimensional
de las particulas ha sido estudiada por numerosos grupos184, 240. Se determiné que las tres capas
proteicas se encuentran ordenadas a lo largo de los ejes de simetria doble, triple y quintuple, y estan
perforadas por 132 canales acuosos en tres arreglos simétricos distintos denominados clases. Los
canales de clase | funcionan como salida de los transcriptos de mRNA desde las particulas
subvirales (Figura 2)121.

La proteina VP1 actia como RNA polimerasa RNA dependiente y se encuentra asociada al
MRNA viral. También actia como replicasa durante la sintesis de dsRNA a partir de molde de
ssRNA (RNA simple cadena). VP2 es el principal componente del core y forma los viroplasmas,
cuerpos de inclusién en el citoplasma de las células infectadas. Esta proteina también es necesaria
para la sintesis de dsRNA. VP3 es la guanilil-transferasa y metil- transferasa, y es un componente
esencial de los complejos de transcripcion por lo que seria una enzima multifuncional con la
capacidad de modificar el extremo 5’ del mMRNA para la formacién de la estructura del cap75, 180.

VP4 es una de las proteinas de la capside externa, es multifuncional, no glicosilada y presenta
propiedades importantes como la union al receptor celular y la hemaglutinacion, y se asocia a las
caracteristicas de virulencia y tropismo. Es capaz de inducir la produccion de anticuerpos
neutralizantes. VP4 se cliva por tripsina en dos proteinas: VP5* y VP8* lo cual conduce a un

aumento de la infectividad al facilitar la penetracién y el desnudamiento del virus75, 180.
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Tabla 1. Propiedades de las proteinas codificadas por cada segmento genémico.

Segmento  Producto Peso Localizacion Umero de
ggémico roteico molecular on el virion moléculas Propiedades
| P (kDa) por virion
RNA polimerasa RNA
1 VP1 125,0 Core 12 dependiente, unién a ssRNA,

integra el complejo de
transcripcion con VP3

Unién a RNA, requerida para la

2 VP2 102,7 Core 120 actividad replicasa de VP1
Guaniltransferasa,
3 VP3 88.0 Core 12 metilt_ransferasa, i_nteg,ra el
complejo de transcripcion con
VP1
VP4 Trimeros de VP4 f_orman_ ]
. 86,7 Capside espiculas, hemaglutinina, union
4 (clivada (52,9y P 120 a receptor celular, antigeno de
en VP5* 24.7) externa neutralizacion especifica de tipo
y VP8*) P, determinante de la virulencia
Uniéna RNA, rol en la
5 NSP1 58,6 No - supresion de la respuesta de
estructural IFN, se asocia al citoesqueleto
Principal proteina del virion,
L forma trimeros, antigeno de
6 VP6 44,8 _Cap3|dg 780 grupo y subgrupo, requerida
intermedia para la transcripcion
Unidn a extremo 3’ de mMRNAs
No - virales, forma dimeros, control
7 NSP3 34,6 tructural de la traduccion
estructura Uniéna RNA, a NSP5 y VP1,
- NTPasay helicasa, formacion
8 NSP?2 36,7 No de virosomas
estructural Glicoproteina, antigeno de
neutralizacion especifica de tipo
780 G, unié Ici ticulo
Cépside , unién a calcio en re
9 VP7 37,4 endoplasmico
externa

Glicoproteina no estructural,
- proteina transmembrana,
No enterotoxina

Unidna NSP2 y NSP6, forma
- multimeros, union a sSRNA,

10 NSP4 20,3
estructural

NSP5 21,7 No
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11 estructural

NSP6 12.0 NO estructural

Adaptado de Estes y Kapikian, 2007".
localizacion en viroplasmas

Union a NSP5, localizacion en viroplasmas

RNA Protein
Segment

1—» — 4+—VP1

25 VP2
3 —= VP3
v E VP4

5 —» — <— NSP1
6—» —— <+— VPG
7 NSP2
s}........ NSP3
9 VP7
A 10—» — — 4— NSP4
14—» —— <4— NSP5,6

Figura 2. Organizacion estructural de los rotavirus.

A. Gel de poliacrilamida mostrando los segmentos genémicos de RNA 1 a 11 y las proteinas que codifican. B.
Representacion de la superficie del virion. Se indican los canales de clase I, 1l y Ill, VP4 se muestra en rojo y VP7 en
amarillo. C. Representacion de un corte del virion mostrando la capa intermedia (VP6 en azul) y la capa interna
(VP2 enverde y los complejos de VP1 y VP3). D. Organizacion estructural de la capa de VP2 (se muestran
grupos de dimeros en sus dos conformaciones en rojo y violeta). E. RNA gendmico en la estructura de rotavirus. Las
capas de VP6 y VP2 se muestran parcialmente descubiertas para exponer el RNA, el cual presenta apariencia
dodecaédrica. F. Estructura de las particulas de doble capa (DLP) con los mRNAs nacientes (en gris) saliendo a
través de los canales de clase I. G. Vista de la via de salida en uno de los canales. Adaptado de Pesavento et al,
2006180.

La proteina VP6 es la mas abundante en el viribn y es el antigeno determinante de grupo y
subgrupo. Es una proteina hidrofobica que forma trimeros espontdneamente y que al ser la
proteina estructural mayoritaria en masa, altamente inmunogénica y contener epitopes muy
conservados, constituye el blanco mas importante para la deteccién inmunolégica de los rotavirus.
Se une a la proteina no estructural NSP4, mediando la brotacién de las particulas inmaduras e

incompletas hacia el reticulo endoplasmético, donde ocurre la maduracion del virus75, 180.
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La proteina VP7 es la glicoproteina de la capside externa y la segunda en abundancia en el
virion. Esta involucrada en las interacciones iniciales con las células hospedadoras, coordinando la
union y el ingreso del virus en conjunto con VP4. También es capaz de inducir la produccién de
anticuerpos neutralizantes y sus principales determinantes antigénicos se designan A (aa 87-96), B
(aa 145-150) y C (aa 211-233)75, 180.

Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales de los rotavirus se encuentran en las células infectadas pero
estan ausentes en las particulas maduras. La proteina NSP1 presenta varias
caracteristicas: es muy divergente, aunque presenta una region altamente conservada y rica en
cisteinas, posee actividad de union a RNA, se acumula en el citoesqueleto. NSP1 puede interferir
en la respuesta inmune innata, induciendo la degradacion de los factores reguladores del interferén
(IFN): IRF3 e IRF7. La proteina NSP2 actia como factor de replicacion y es esencial para la
formacion de los viroplasmas y el empaquetamiento del genoma. Ademas de unirse a RNA y tener
propiedades desestabilizadoras de hélice, NSP2 presenta actividad trifosfatasa de nucledsidos.
NSP3 es una proteina de uniéon a secuencias especificas de RNA, uniéndose al extremo 3’ sin
poliadenilar de los mRNAs. También interactia con el factor de iniciacién de la traduccion 4Gl
(elF4Gl) y compite con la proteina de union a poli-A. NSP3 también podria tener un rol importante
durante el crecimiento viral en el intestino y la diseminacion a sitios periféricos75, 177, 180, 222.

NSP4 es la Unica proteina no estructural que no une RNA. Es la primer enterotoxina viral
descripta y funciona como receptor intracelular en la membrana del reticulo endoplasmaético. Puede
afectar la movilizacion de calcio en las células, lo que seria importante para el ingreso del virus por
mecanismos endociticos dependientes de calcio. Durante la morfogénesis viral, esté involucrada en
la remocién de la envoltura transitoria. La proteina NSP5 presenta actividad de autofosforilacion y
podria tener un rol como reguladora de la sintesis de RNA. El segmento gendmico que la codifica
(11) posee dos marcos de lectura superpuestos. El marco fuera de fase (+1) codifica la proteina

NSP6 que interactda con NSP5 y se acumula en los viroplasmas75, 180, 222.

Clasificacion

Los rotavirus pueden ser clasificados de distintas maneras (Tabla 2) en base a su diversidad
genética y antigénica. Sin embargo, el sistema de clasificacion dual en genotipos, basado en las
dos proteinas de la cpside externa, VP7 (genotipo G) y VP4 (genotipo P)75 ha sido el mas
usado con fines epidemiolégicos debido a su fuerte correlacion con la clasificacién en

serotipos de los rotavirus del grupo Ay la relativa facilidad para su determinacion.
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Serogrupo y subgrupo

Los serogrupos y subgrupos de rotavirus estdn determinados por epitopes en la proteina
VPG, la cual representa mas del 51 % del viribn. Los serogrupos pueden caracterizarse por
distintos ensayos seroldgicos, como inmunofluorescencia, ELISA y microscopia inmunoelectronica.
Hasta el momento se han identificado siete serogrupos denominados A a G, de los cuales los
rotavirus del grupo A son los principales patégenos humanos y animales. Los grupos B y C también
infectan humanos pero en menor medida. El resto de los grupos (D a G) solo infectan animales y no
han sido detectados en humanos75.

Entre los rotavirus del grupo A, se han identificado cuatro subgrupos (I, I, 1 'y Il, y no I/ll) en
base a la reactividad con anticuerpos monoclonales contra VP6. El subgrupo | incluye a la mayoria
de las cepas de rotavirus animales y el subgrupo Il contiene a la mayoria de las cepas humanas. El
tercer subgrupo comparte los sitios antigénicos de los subgrupos | y I, mientras que el cuarto

subgrupo no comparte ninguno y consiste principalmente en cepas de rotavirus de aves75.

Tabla 2. Estrategias de clasificacion para los rotavirus.

Clasificacion Determinantes Tipos establecidos

Serogrupo Proteina VP6 Grupos A a G
Subgrupo |, II, 1 y 11, no-I/Il
Subgrupo Proteina VP6
Corto,
Electroferotipo Patron de migracion electroforética del segmento|Largo, Super-corto
gendémico 11
Serotipo G Proteina VP7 (Glicoproteina) G
Serotipo P Proteina VP4 (Sensible a Proteasas) P
Genotipo G Secuencia del gen de VP7 G
Genotipo P Secuencia del gen de VP4 P[]
\Wa-like,
Genogrupo Hibridacion RNA-RNA de los 11 segmentos DS-1-like, AU-1-like
genoémicos
Clasificacion basada en el genoma Secuencias nucleotidicas de los 11 segmentos G, P, I,R,C, M, A/N, T, E, H
completo genoémicos

Electroferotipos

Los rotavirus del grupo A también pueden ser clasificados como de electroferotipo largo o
corto en base a la movilidad electroforética del segmento 11 en geles de poliacrilamida

(Figura 2a). Mientras que los rotavirus humanos con un patron corto, exhiben generalmente la
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especificidad del subgrupo |, aquellos con patron largo poseen la especificidad del subgrupo
Il. En contraste, los patrones largos con especificidad del subgrupo | se asocian cominmente con

rotavirus animales53, 220.

Genogrupos

La clasificacion en genogrupos se basa en la homologia genémica de todos los
segmentos de RNA, empleando ensayos de hibridacion. Se han definido tres genogrupos entre los
rotavirus humanos: Wa-like, DS-1-like y AU-1-like. En este sistema, se considera que una cepa
pertenece a cierto genogrupo si contiene al menos siete segmentos gendmicos similares a ese

genogrupo en particular16l.

Serotipos

Los serotipos se definen empleando ensayos de neutralizacion (por reduccion de placas o
focos fluorescentes) empleando antisueros dirigidos contra particulas virales purificadas. Estos
ensayos miden la actividad neutralizante de los anticuerpos dirigidos contra las dos proteinas de
la cépside externa y permiten definir serotipos G (basados en la glicoproteina VP7) y

serotipos P (basados en la proteina sensible a proteasas VP4)75.

Genotipos

La genotipificacién es el sistema mas usado para la clasificacién de los rotavirus. Los genotipos
G y P se basan en la diversidad de las secuencias de las dos proteinas de la capside externa: VP7
y VP4, respectivamente. Se ha establecido como valor de corte, un porcentaje de identidad
nucleotidica del 89 % para definir los distintos genotipos G y P. A la fecha, se han reportado al
menos 27 genotipos G y 37 genotipos P en especies de mamiferos y aves143, 144, 223. Todos los
genotipos G se correlacionan con los serotipos G; sin embargo, no ha sido posible establecer la
correlacion genotipo-serotipo P en todos los casos. Por esto, se emplea una nomenclatura dual de
tipificacion P: el nimero de genotipo P se escribe entre corchetes seguido del nimero (y letra en el
caso de subtipos) de serotipo P75. En muchos casos, en la literatura se encuentran ambas

designaciones, por ejemplo P1A[8] corresponde al serotipo 1A, genotipo 8.

Clasificacién basada en el genoma completo

Recientemente se desarrolld6 un sistema de genotipificacion basado en las secuencias
completas de los 11 segmentos gendmicos propuesto por Matthijnssens et al.143. En este sistema,
cada uno de los segmentos genodmicos de rotavirus es genotipificado empleando un valor de corte
del porcentaje de identidad de la secuencia nucleotidica. De acuerdo a este sistema, se han
definido 27 genotipos G (Glicoproteina, VP7), 37 P (sensible a Proteasas, VP4), 16 | (capa
Intermedia, VP6), 9 R (RNA polimerasa, VP1), 9 C (Core, VP2), 8 M (Metiltransferasa, VP3), 16 A
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(Antagonista de IFN, NSP1), 9 N (NTPasa, NSP2), 12 T (potenciador de la Traduccion, NSP3), 14
E (Enterotoxina, NSP4), y 11 H (Fosfoproteina, NSP5/6)144. En base a esta clasificacion, se
demostrd que las dos constelaciones de genotipos no-G, no-P que circulan en humanos en todo el
mundo son: 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like, similar a la cepa Wa) y 12-R2-C2-M2-A2-N2-
T2-E2-H2, (DS-1-like, similar a la cepa DS-1) (Tabla 3). Se cree que las cepas humanas Wa-like
tienen un ancestro comin con cepas de rotavirus porcinas, mientras que las cepas DS-1-like
tendrian un ancestro comudn con cepas de rotavirus bovinas. Una tercera constelacion de genotipos
humana que circular de forma mucho menos extensa es la AU-1-like: 13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-

H3, la cual se habria originado a partir de cepas de rotavirus de gatos o perros147.

Replicacién

La replicacion viral ocurre en las células epiteliales maduras del intestino delgado (enterocitos).
Se ha estudiado detalladamente la replicacion in vitro, cuyo ciclo se encuentra diagramado en la
Figura 3. Las particulas de triple capa (TLP, es decir, los viriones infectivos) se unen a la
célula hospedadora e ingresan por endocitosis mediada por receptor o por penetracion directa. Si
bien no se han caracterizado completamente los receptores celulares para rotavirus, se ha
establecido que el ingreso viral se da por una secuencia de interacciones con receptores primarios
y secundarios (que actian como co-receptores)75.

La replicacion tiene lugar en el citoplasma. Luego de la remocion de la céapside externa de
las TLPs mediada por enzimas celulares y por bajos niveles de calcio, emergen las particulas de
doble capa (DLP). Las mismas, se vuelven transcripcionalmente activas y un gran nimero de
moléculas de RNA de polaridad positiva (con cap pero no poliadeniladas) se transcriben a partir de
los 11 segmentos de RNA. Estos salen de las DLPs a través de los 12 canales acuosos de clase |
localizados en los extremos de los ejes de simetria quintuple. Las nuevas moléculas de RNA
acttan como mRNAs (y sus productos de traduccion se acumulan en el citoplasma) o son
replicadas en los viroplasmas. Las dos proteinas no estructurales, NSP2 y NSP5, son las
principales componentes de los viroplasmas, esenciales para la replicacion del RNA y la
morfogénesis temprana. Los viroplasmas también contienen VP1, VP2, VP3, VP6, NSP4 e
inicialmente, los MRNAs transcriptos a partir de todos los segmentos genémicos. NSP5 interactia
tanto con VP2 como con VP1222.

Se desconoce el orden exacto de los eventos durante la morfogénesis temprana, las
interacciones moleculares y los mecanismos de control por los hacia el interior del reticulo
endoplasmético rugoso, por medio de la interaccion entre NSP4 (como receptor intracelular) y VP6.
Una envoltura derivada del reticulo rodea transitoriamente a las DLPs, permitiendo la incorporacion
de VP7 y VP4. Los viriones infecciosos compuestos por las tres capas proteicas se liberan por lisis
de células no polarizadas (como células MA104) o por salida de células polarizadas (como células
Caco-2) antes de observarse efecto citopatico. En muestras de materia fecal, pueden observarse

tanto TLPs como DLPs e incluso particulas que no contienen RNA genémico222.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Union e ‘ Maduracion (protedlisis de VP4) ‘
internalizacion

|Antagonista de IFN| ‘ Interrupcion de la traduccién celular |

NSP1 o o NSP3
O/Q\ /@\ "' ~ VP7 desplaza la
Traduccmn Reticulo 4 membrana
endoplasmatico intermedia
\. e
VP4 e /— 4 A\
VP1, VP3 8

NSP4&

o~

VPZ.

& Ensamblado
Viroplasma
°®

VP5*-VP8*

Desnudamiento y
penetracion de
la membrana

Figura 3. Ciclo de replicacion de los rotavirus.

El virién (T LP) se une inicialmente a la superficie celular y es internalizado por endocitosis. La pérdida de la capside
externa y la liberaciéon de las DLP al citosol, activa el complejo de polimerasa que transcribe los 11 segmentos
genémicos. Estos funcionan como mRNAs para la sintesis de proteinas virales o como molde para la sintesis de
dsRNA genomico. En los viroplasmas se localizan los componentes necesarios para la replicaciéon y el ensamblado
de las particulas subvirales. Se ha propuesto que el ensamblado de la capside externa ocurre por reclutamiento de
las DLPs por NSP4 y la proteina VP4 ubicada en el lado citosélico de la membrana reticulo endoplas maético (ER). A
través de un mecanis mo no definido, el complejo DLP-VP4-NSP4 brota hacia el interior del ER. La remocién de la
membrana del ER y de NSP4 permitiria el ensamblado de la proteina VP7 y la formacién de las TLPs. La liberacion
de los viriones a partir de las células infectadas, los expone a proteasas del tracto gastrointestinal. Esto resulta en el
clivaje especifico de VP4 en VP5* y VP8* para producir los viriones infecciosos. IFN: interferén. Adaptado de Trask
et al, 2012222.

Patogénesis

La infeccidn con rotavirus, produce necrosis celular extensa del epitelio del intestino delgado.
Esto conduce a la atrofia de las vellosidades, la pérdida de enzimas digestivas, la reduccion en la
absorcion y un aumento en la presion osmoética del lumen intestinal que desencadena la diarrea.
Estos eventos, seguidos por la hiperplasia de las criptas y la secrecion de fluidos, contribuyen a la
severidad de la diarrea75.

El descubrimiento de la propiedad enterotéxica de la proteina NSP4 explica la observacion de
gue los animales infectados por rotavirus presentan una importante diarrea con anterioridad a la

deteccion del dafio histolégico. NSP4 produce un aumento en la concentracion de calcio
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intracelular y desequilibra la homeostasis de electrolitos. Ademéas es secretada por las células

infectadas e inicia cascadas de sefializacion en células no infectadas (Figura 4)75, 243.
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Figura 4. Fisio-patologia de la diarrea causada por rotavirus.

Durante el primer ciclo de replicacion de rotavirus en las células de la mucosa intestinal, la sintesis de las
proteinas virales en el citoplasma conduce a: un aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica al calcio,
la activaciobn de mecanis mos regulatorios, y un incremento en la concentracion de calcio en el reticulo
endoplasmatico (ER). Esto promueve la activacion de enzimas dependiente de calcio, lo que a su vez induce la lisis
celular y la liberacién de proteinas virales y la progenie viral. La proteina NSP4 actla como enterotoxina sobre las
células no infectadas e induce diarrea secretoria a través de: a) secrecién dependiente de calcio por las células
intestinales, b) secrecién dependiente de calcio de péptidos y aminas que estimulan al sistema nervioso entérico, y
c) activacion de la secrecion de iones cloruro inducida por el sistema nervioso entérico. En paralelo, el virus liberado
infecta otras células. Esto conduce a muerte celular masiva y, como consecuencia, a la reduccién de la superficie
absortiva del epitelio intestinal y al componente osmético de la diarrea. DLPs: particulas de doble capa, TLPs:
particulas de triple capa, Ins(1,4,5)P3: inositol 1,4,5- trifosfato, PLC: fosfolipasa C, SERCA: ATPasa dependiente de
calcio del reticulo endoplasmatico. Adaptado de Bomsel et al, 200325.

Respuestainmune y correlatos de proteccion

Las infecciones neonatales o primarias por rotavirus inducen principalmente una respuesta
inmune humoral que provee inmunidad homotipica y proteccion parcial contra infecciones
subsecuentes por rotavirus de otros serotipos, la cual aumenta con el nimero de reinfecciones.

Aunque no han sido determinados los correlatos exactos de la inmunidad protectora, el mejor
correlato parece ser el nivel de coproanticuerpos del isotipo A (IgA) especificos para rotavirus77,
84, 241. Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas de la cépside interna e intermedia, VP2 y
VP86, alcanzan titulos altos34, 109, 217 y si bien no son neutralizantes in vitro, son protectores in
vivo en el modelo de raton. Se cree que actlan por interaccion con las DLPs intracelularmente
durante la transcitosis de las IgA secretorias previniendo la transcripcion y la maduracion

(neutralizacion intracelular)51.
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Ademas existe una respuesta citotoxica especifica para rotavirus por parte de células T, pero
aun no esta claro su rol exacto en la resolucién de la infeccion primaria o en la proteccién frente a
infecciones subsecuentes85.

Distintas lineas de evidencia demuestran que la infeccién natural o la vacunacion, protegen
contra la enfermedad severa en infecciones subsecuentes aun cuando el serotipo del virus difiera

del correspondiente a infecciones o vacuna previas224.

Enfermedad, diagndstico y tratamiento

Luego de un periodo corto de incubacion de 1 a 2 dias, el comienzo de la enfermedad es
repentino. Los sintomas incluyen: diarrea de 4 a 7 dias de duracién, vomitos, fiebre, y
deshidratacién rapida. El grado de severidad de la enfermedad es variable y se han descripto
manifestaciones frecuentes como el desarrollo de infecciones inaparentes por las llamadas “cepas
de nursery” o0 muy raras como las infecciones del sistema nervioso central, las infecciones
cronicas y la hepatitis en nifios con inmunodeficiencias. También son frecuentes los sintomas
respiratorios, aunque no hay evidencia de que rotavirus repligue activamente en el tejido
pulmonar65, 75.

El diagnéstico de una infeccion por rotavirus es relativamente sencillo dado que en el estadio
agudo de la enfermedad se excretan grandes cantidades de particulas virales (hasta 1011
particulas/gramo de heces). Las principalestécnicas empleadas son: los enzimoinmunoensayos
(ELISA), los tests de aglutinacion pasiva y la microscopia electrénica (no muy usada actualmente).
Asimismo se emplean técnicas moleculares tales como RT-PCR tanto para la deteccibn como
para la tipificacion. El tratamiento de la enfermedad por rotavirus consiste en rehidratacion oral,
subcutanea o endovenosa. Las inmunoglobulinas orales parecen tener efecto en la duracion de la

diarrea y en la excrecion del virus pero no se usan de rutina65, 75.
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PARTE |

EPIDEMIOLOGIA DE ROTAVIRUS
Introduccién

Transmision de los rotavirus

Los rotavirus son altamente contagiosos y su modo de transmision es por la via fecal- oral.
Debido a que el virus es muy estable en el ambiente, la transmision puede ocurrir por contacto
persona-persona, a través de comida, agua o por contacto con superficies contaminadas. Asi
también, las infecciones intrahospitalarias son muy comunes62, 75. Anteriormente se consideraba
que la infeccién por rotavirus se limitaba al tracto gastrointestinal. Sin embargo, se ha detectado
rotavirus en secreciones nasofaringeas de nifios con o sin sintomas gastrointestinales244, por lo
gue también podria transmitirse por la via respiratoria. Las infecciones por rotavirus se asocian
comUnmente con antigenemia (presencia de antigenos virales en la sangre) en nifios con diarrea y
también, aunque menos frecuentemente, presencia de RNA viral en la sangre23. Ademas, se ha
detectado rotavirus en suero y en multiples 6rganos de animales infectados experimentalmente76,
asi como en el liquido cefalorraquideo y en tejidos de nifios y adultos. Estos hallazgos
demuestran la diseminacion de los rotavirus fuera del intestino y sugieren una posible infeccién

sistémica en nifios y animales infectados75.

Morbilidad y mortalidad por rotavirus

La incidencia de la enfermedad es mayor en nifios de entre 6 y 24 meses. Los nifios de este
rango etario corren mayor riesgo de padecer enfermedad severa por rotavirus y requerir
hospitalizacion. En total, los rotavirus son responsables de entre 25 y 50 % de las hospitalizaciones
de nifios por diarrea en todo el mundo. Durante los primeros 5 afios de vida, virtualmente todos los
nifios habran experimentado un episodio de diarrea por rotavirus tanto en paises en desarrollo
como en paises desarrollados, pero las consecuencias de la infeccion son muy diferentes173. Las
infecciones de rotavirus en adultos por lo general no causan manifestaciones clinicas o son
minimas, pero ocasionalmente pueden causar enfermedad75.

Hoy en dia, los rotavirus son reconocidos como la principal causa de gastroenteritis infantil
severa en todo el mundo22, 93. Se ha estimado que globalmente en el afio 2008, los rotavirus
causaron la muerte de 453.000 nifios menores de 5 afios (correspondiente al 37 % de las muertes
totales por diarrea y al 5 % de las muertes totales en este grupo etario). Las estimaciones
nacionales variaron entre menos de cinco muertes anuales (en 74 paises) a 99.000 muertes
anuales (en India) (Figura 5). Los datos para Latinoamérica y el Caribe se estiman en 8.000
muertes anuales por rotavirus en menores de 5 afios. A pesar de que la proporcidon de rotavirus
detectado en nifios hospitalizados con diarrea fue mayor en paises desarrollados, la mayoria de
las muertes asociadas se detectaron en paises en vias de desarrollo en Africa y Asia. En solo
cinco paises (India, Nigeria, Pakistan, Republica Democrética del Congo y Etiopia) se

contabilizaron la mitad de las muertes173, 221. El riesgo elevado de mortalidad por rotavirus en
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paises de bajos ingresos se asocia a una combinacién de factores, incluyendo el acceso limitado a
la atencion médica (terapias de rehidratacion), una mayor prevalencia de desnutricion y otras
causas de mortalidad infantil.

Por estos motivos, desde la década de 1980, la investigacion se ha enfocado en el desarrollo de
vacunas contra rotavirus y, desde el afio 2006 se licenciaron dos vacunas en muchos paises, y en

algunos han sido incluidas en los planes nacionales de vacunacion (Figura 5)236.

) [l mortalidad > 1 cada 100, sin vacuna RV
B mortalidad 0,25-1 cada 100, vacuna RV [l mortalidad 0,25-1 cada 100, sin vacuna RV
[ mortalidad 0,6-3 cada 1000, vacuna RV [] mortalidad 0,6-3 cada 1000, sin vacuna RV
[ mortalidad < 0,6 cada 1000, vacuna RV [[] mortalidad < 0,6 cada 1000, sin vacuna RV

Figura 5. Mortalidad global por diarrea aguda por rotavirus y cobertura de vacunacion.

Mapa mundial indicando la mortalidad estimada por rotavirus por pais. Los distintos tonos indican el ries go de
muerte por nifio de hasta los 5 afos. Los colores rojo y azul representan a los paises sin o con cobertura de
vacunacion contra rotavirus (RV) respectivamente. Adaptado de Lepage et al, 2012126.

Estacionalidad

Los cambios estacionales son ciclicos, mayormente predecibles, y representan las variaciones
externas que afectan a los sistemas naturales y humanos. La mayoria de los casos de infeccién
con rotavirus en paises con climas templados, ocurre en el invierno. En contraste, se pueden aislar
rotavirus durante todo el afio en paises en desarrollo con climas tropicales o subtropicales, aunque

algunos estudios reportaron picos durante el invierno75.

Diversidad gendmica

Existen tres mecanismos evolutivos principales que afectan la diversidad genética de los
rotavirus: a) la deriva genética (mutaciones puntuales), b) el rearreglo (recombinacion) y c) la

reasociacion.
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La deriva genética por acumulacién de mutaciones puntuales da lugar a las variaciones
intragenotipicas entre cepas de rotavirus. La frecuencia de mutacion es relativamente alta debido a
las caracteristicas de la RNA polimerasa RNA dependiente. Los rearreglos ocurren por deleciones,
inserciones o duplicaciones parciales75, 220.

La naturaleza segmentada del genoma de los rotavirus permite que ocurran reasociaciones
de segmentos. Durante estos eventos, se intercambian uno o mas segmentos gendmicos
provenientes de dos cepas distintas, lo que resulta en una progenie nueva de rotavirus. La
frecuencia de reasociaciones aumenta cuando una poblacion mixta de rotavirus se propaga en
hospedadores animales y humanos. En teoria, a partir de las posibles combinaciones de los 11
segmentos es posible obtener una enorme variedad de cepas diferentes. Si la reasociaciéon
ocurriera al azar, los 11 segmentos de dos cepas parentales de rotavirus podrian dar lugar a 211
combinaciones génicas posibles99.

Debido a que las proteinas de superficie VP7 y VP4 son los principales blancos de la respuesta
de anticuerpos neutralizantes del hospedador, las reasociaciones entre cepas pertenecientes a
distintos tipos G (VP7) y P (VP4) han sido las méas estudiadas. Al momento, se han identificado por
lo menos 100 combinaciones diferentes G-P (Figura 6). Afortunadamente, la variabilidad global
G-P es reducida debido a que enlas cepas de rotavirus humanas, los genotipos G1, G3, G4 y
G9 se asocian preferentemente con P[8], mientras que el genotipo G2 se asocia mMas
frecuentemente con P[4]75, 143. Y, a pesar de que la reasociacion es un mecanismo importante
para la generacion de diversidad en los rotavirus, las cepas humanas epidemiolégicamente

importantes poseen alguna de las dos constelaciones de genotipos Wa-like o DS-1-like.

Distribucion global de genotipos

Existe una diversidad considerable de cepas de rotavirus que circulan en distintas regiones
geograficas y periodos, ademas la incidencia de un genotipo individual en una regién en particular
fluctia anualmente. Hasta mediados de la década de 1990, el 90 % de las infecciones por rotavirus
en humanos en Norteamérica, Europa y Australia, eran causadas principalmente por las cuatro
combinaciones de genotipos mas prevalentes a nivel global: G1P[8], G2P[4], G3P[8], y G4P[8]. Sin
embargo, en Sudamérica y Asia estos genotipos representaban solo el 68 % de las infecciones. En
el caso de Africa, sélo el 50 %. En particular, la combinacion G1P[8] representaba méas del 70 % de
las infecciones por rotavirus en Norteamérica, Australia y Europa, pero sélo alrededor del 30 % en
Sudamérica y Asia, y solo el 23 % en Africa40, 66, 91, 205. Los rotavirus G9P[8] representan un
claro ejemplo de una combinacién de genotipos que fue considerada rara y actualmente es
evaluada como la quinta combinacion humana mas importante globalmente54, 131, 145. En
Latinoamérica, la cepa mas comun entre 1977 y 2009 fue G1 (34,2 %) seguida de G9 (14,6 %) y
G2 (14,4 %). En esta misma region, los genotipos P mas predominantes fueron P[8] y P[4] (56,6 %
y 22,1 %, respectivamente)130.

Si bien una década atras se consideraba al genotipo G12 como inusual, en base al nUmero
creciente de paises que reportaron su deteccion, es posible que este genotipo también se vuelva

globalmente dominante39, 142, 186, 202. Distintos estudios han demostrado que otros genotipos,
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ademés de G1-G4 y G9, pueden ser importantes regionalmente. En Brasil y en Malawi, los
genotipos G5 y G8, respectivamente fueron altamente prevalentes3, 92, 100, 124. El genotipo G8
también fue epidemiolégicamente importante en otras partes de Africa214.

P[1] P[2] P[3] P[4] P[5] P[6] P[7] P[8] P[9] P[10]P[11]P[12]P[13]P[14] P[15]P[16]P[17]P[18]P[19]P[20] P[21]P[22]P[23]P[24]P[25]P[26] P[27]
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D Principales cepas de rotavirus humano D Combinaciones no detectadas -

D Principales cepas de rotavirus animal  [Jj Cepas de rotavirus humano o animal detectados en baja frecuencia

Figura 6. Combinaciones de genotipos G-P de rotavirus detectadas en humanos y animales.
Adaptado de Rahman, 2008185.

Transmision interespecie

A pesar de que se consideraba que existia una restriccion de hospedador para los rotavirus, un
ndmero creciente de articulos que reportan nuevas cepas de rotavirus detectadas en humanos
sugiere que las transmisiones interespecie contribuyen considerablemente a la diversidad de los
rotavirus. Por ejemplo, se detectd que ciertas cepas de rotavirus animales presentaban
caracteristicas antigénicas similares a algunas cepas de rotavirus humanos y algunos genotipos
de origen animal, como G3, G5, G6, G8, G9 y G10, se aislaron de humanos en todo el
mundo61, 75, 171.

Estas cepas pueden haber surgido por transmision del viribn completo de animales a humanos
0 como reasociantes génicos entre cepas animales y humanas durante coinfecciones en una
misma célula. Este Ultimo caso es el mas documentado. Los genotipos P raros como P[3], P[9],
P[14] e incluso P[8] (que es comun en humanos), tienen una relacidon genética y antigénica cercana
con los mismos genotipos detectados en animales.

Existen varios modos por los que los rotavirus animales pueden transmitirse a humanos.
En muchos paises en desarrollo, los rotavirus pueden transmitirse por contacto directo entre
animales de granja infectados y humanos. En areas con tendencia a inundarse o con climas

monzonicos, las probabilidades de contacto con heces de animales son mayores. Las mismas,
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pueden contaminar fuentes de agua, lo que incrementa la probabilidad de transmision. La
manipulacion y el cuidado de mascotas infectadas también expone directamente a los humanos a
rotavirus animales75, 114.

Ademas, es de notar que la diversidad general de los rotavirus es mayor en paises en
desarrollo ya que las condiciones epidemiolégicas, ambientales y de salud favorecerian una
evolucion mas rapida de los rotavirus, incluyendo el caso particular de la introduccién de genes de

rotavirus animales por transmision interespecie30.

Prevencién

Los rotavirus son relativamente resistentes a la inactivaciéon por los desinfectantes quimicos y
antisépticos comunmente utilizados en hospitales y otras instituciones. El etanol, el gluconato de
clorehexidina y compuestos de amonio cuaternarios pueden inactivar los rotavirus. Sin embargo,
ninguno de los desinfectantes empleados cominmente para el lavado de manos pueden
inactivarlos completamente?, 75.

Las mejoras en los servicios sanitarios e higiene han tenido un gran impacto al reducir la
enfermedad por diarrea y las muertes causadas por bacterias y parasitos que se diseminan
principalmente a través de agua y comida contaminadas. Sin embargo, estas mejoras han tenido un
impacto mucho menor sobre las infecciones por rotavirus, el cual se transmite principalmente por

contacto entre personasio.

Diversos estudios demostraron que nifios infectados previamente con rotavirus se encontraban
protegidos contra diarreas posteriores por el mismo agente. La proteccién fue mayor contra la
diarrea moderada a severa, y el nivel de proteccibn aumentaba con cada nueva infeccién. Estos
datos sugirieron que una vacuna de rotavirus atenuado que imitara la infeccion natural podria
proveer proteccion contra la enfermedad, aunque probablemente se requeririan dosis mdultiples de
la vacuna para conferir una proteccion 6ptima75, 91, 221.

Las pruebas clinicas y el desarrollo de vacunas contra rotavirus comenzaron hacia finales de
la década de 1970. La primer vacuna propuesta fue RIT4237 (monovalente, G6P[1],
reasociante bovino-humano). Esta vacuna indujo un 88 % de proteccion contra la diarrea severa
en ensayos clinicos realizados en Finlandia. Sin embargo, no se logré6 demostrar una
eficacia protectora adecuada en paises en desarrollo, y su avance se interrumpid a principios
de la década de 198075, 227.

En vista de la inconsistencia de estos resultados, se procuré obtener cepas de rotavirus
humanos atenuadas o cepas reasociantes que incluyeran genes provenientes de cepas humanas y
animales. En 1998, se licenci6 en Estados Unidos una vacuna tetravalente basada en
reasociantes simio-humano: RotaShield® (RRV-TV, Wyeth-Lederle). Esta vacuna demostré una
elevada eficacia protectora en ensayos clinicos en Estados Unidos y Finlandial91, 225, aunque los
niveles de proteccién fueron nuevamente mucho menores en paises latinoamericanos118, 129. Sin
embargo, a menos de un afio de su lanzamiento, la vacuna debio ser retirada del mercado debido a

gue se observd una relacién entre los pacientes que recibian la vacuna y casos raros de
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intususcepcion (una obstruccion del intestino potencialmente fatal)42. La experiencia con esta
vacuna establecié un nuevo estandar en lo que respecta al tamafio de los ensayos clinicos para
evaluar la seguridad de las vacunas, requerido para refutar la relacién establecida entre la
vacunacion y los casos de intususcepcion, comparando con grupos placebo de pacientes75.

Posteriormente al retiro de RotaShield®, dos ensayos clinicos grandes de fase Ill (cada uno
incluyendo mas de 60.000 nifios) demostraron que tanto la vacuna Rotarix® como RotaTeq® eran
seguras y mostraban una eficacia entre 85 y 95 % en la prevencion de la gastroenteritis severa por
rotavirus198, 226.

Rotarix® es una vacuna monovalente (RV1) basada en una cepa humana atenuada G1P[8]
desarrollada originalmente por pasaje en cultivo celular de un aislamiento humano. La vacuna fue
licenciada por GlaxoSmithKline Biologicals (Rixensart, Bélgica) y se licencid inicialmente en Méjico
y en Republica Dominicana en 2004, y desde entonces fue aprobada para su uso en més de 90
paises. Esta vacuna se administra por via oral en dos dosis. RotaTeq® es una vacuna
pentavalente (RV5) basada en reasociantes humano-bovino comprendiendo los genotipos
humanos G1, G2, G3, G4 y P[8] con el resto de los segmentos pertenecientes a una cepa bovina
G6P[5]. Fue licenciada por Merck & Co. (New Jersey, Estados Unidos) en febrero de 2006 para su
uso en Estados Unidos y desde entonces fue aprobada en mas de 100 paises. Esta vacuna se
administra por via oral en tres dosis. En abril de 2013, 47 paises ya habian incluido alguna de las
vacunas en sus programas nacionales de vacunacion6, 160, 236.

Ambas vacunas han demostrado ser eficaces para prevenir la diarrea severa y la mortalidad
por rotavirus. De acuerdo a los estudios realizados previamente al licenciamiento de las vacunas,
RV1 prevendria el 86 % de los casos de diarrea severa por rotavirus en paises con baja
mortalidad y el 63 % en paises con elevada mortalidad. Por otro lado, RV5 prevendria el 87
% de los casos de diarrea severa por rotavirus en paises con baja mortalidad y el 57 % en paises
con elevada mortalidad63, 79. Aun no se comprenden bien los motivos de la menor eficacia de las
vacunas contra rotavirus en paises de bajos ingresos, pero podrian estar relacionados con los
titulos elevados de anticuerpos maternales transmitidos en la leche materna o a través de la
placenta, las infecciones concurrentes por otros patégenos entéricos, la desnutricion, un
microbioma intestinal alterado u otros factores del hospedador. Aun asi, el valor absoluto de los
casos de diarrea severa que se previenen por la vacunacion de un nimero dado de nifios es
mayor en los paises en desarrollo, debido a que el nivel de morbilidad en estos paises es muy
elevadol72.

En el caso de Estados Unidos, desde la introduccién de la vacuna, distintos estudios evaluaron
la efectividad de RV563. Se demostré una efectividad de entre 78 y 100 % en cuanto a la
prevencion de la diarrea severa por rotavirus (hospitalizaciones y/o atencion médica de
emergencia) y un 96 % en cuanto a la prevencién de las visitas médicas. Sin embargo, los datos
maés notables se refieren al efecto de la vacunacion sobre el nUmero de muertes por diarrea. En
Méjico, luego de la introduccion de RV1 en el programa nacional de vacunacion, la mortalidad por
diarrea infantil disminuy6 un 35 % en 2008 al compararse con los valores anuales prevacunacion
(2003-2006). Asimismo, esta disminucion se mantuvo por 4 afios desde 2008 a 2011172, 193.
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En muchos otros paises de ingresos medios a altos, incluyendo Estados Unidos, Sudéfrica e
Israel, se han observado marcados descensos (entre 49 y 89 %) en el nUmero de hospitalizaciones
por diarrea severa por rotavirus dentro de los dos afios de introducida la vacuna63.

Existen candidatos vacunales basados en cepas de rotavirus atenuadas que estan en fase
clinica para evaluar su efectividad y seguridad18, 57. Sin embargo, es dificil llevar a cabo estos
ensayos clinicos tan grandes, tanto por motivos econémicos como éticos. Ademas, las diferencias
en eficacia de las vacunas segun la poblacién estimularon el interés en evaluar modificaciones en
los calendarios de inmunizacion, introducir suplementos probiéticos y/o macronutrientes y otros,
gue permitan mejorar la eficacia de las vacunas en poblaciones con mortalidad elevada. Teniendo
en cuenta estos hechos, se investigaron posibles correlatos de proteccién luego de la vacunacion
que faciliten licenciar vacunas nuevas o estrategias nuevas para mejorar la eficacia de las ya
existentes. Recientemente, se encontrd que los titulos de IgA en suero se correlacionan
inversamente con los niveles de mortalidad de nifios menores de 5 afios y que la eficacia de las
vacunas durante los primeros dos afios de vida es significativamente menor en paises con titulos
de IgA bajos a medios. Estos datos sugieren que los anticuerpos de tipo IgA rotavirus-especificos

podrian ser marcadores de inmunidad a la infeccién por rotavirus175.

Otro aspecto importante a tener en cuenta, es la deteccion de rotavirus reasociantes derivados
de las cepas vacunales asociados a gastroenteritis en pacientes de distintos paises donde se ha
introducido alguna de las vacunas26, 105. En estudios realizados en Australia, Estados Unidos y
Finlandia, algunos nifios se infectaron con una cepa G1P[8] derivada de RV5, resultado de un
evento de reasociacion entre cepas de la vacuna. También se han detectado con menor frecuencia,
reasociantes entre cepas vacunales y cepas wild type pero todavia estan pendientes los estudios
sobre la distribucion de cualquiera de estos reasociantes asi como sobre la enfermedad
asociada29, 172.

En ausencia de vacunacion, existen un sinniUmero de factores que pueden afectar la
distribucion de genotipos de rotavirus, ya reconocidos por su fluctuacion natural tanto geografica
como temporal. Sin embargo, los mecanismos concretos detras de estas fluctuaciones no se
comprenden completamente. Por otro lado, hay una gran diferencia con la presion selectiva que
puede introducir la vacunacién en masa de una poblaciéon. En este caso, se expone a nifios
menores de 8 meses, dos o tres veces a cepas de rotavirus especificas. Se ejerce asi, una presion
unidireccional que potencialmente favoreceria la selecciébn de cepas de rotavirus que son
relativamente mas distantes de la cepa o cepas vacunales. Tales variantes podrian surgir por
adquisicion de genotipos G y P no presentes en las formulaciones vacunales (como G8, G9,
G12, en combinacién con P[4] o P[6]), o por acumulacibn de cambios mas sutiles como
sustituciones aminoacidicas en epitopes inmunogénicos de cualquiera de las proteinas
involucradas en la generacién de la inmunidad inducida por una vacunal46.

Diversos estudios han confirmado las consideraciones tedricas de que la vacunacion con RV1
(G1P[8], Wa-like) aumentaria la prevalencia relativa de las cepas DS-1-like (Tabla 3). En distintos

paises (como Bélgica, Brasil y varios estados de Australia) se detecté un aumento muy marcado en

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



la prevalencia de cepas G2P[4] luego de la introduccion de RV1. En el caso de RV5, esta vacuna
contiene el genotipo P[8] que generalmente se asocia con las cepas Wa-like, pero también posee
una constelacion de genotipos bovinos, muchos asociados con cepas DS-1-like. Por este motivo las
consideraciones tedricas sobre los efectos de esta vacuna no son tan claras y la presion selectiva
podria ser menos marcada y mas dificil de detectar. En distintos paises (como Estados Unidos y
varios estados de Australia) se detecté un aumento no esperado pero marcado, en la prevalencia
de cepas G3P[8]. Esto podria deberse a una menor respuesta inmunolégica al componente G3 de
la vacuna o a que en varios casos se detectaron modificaciones en los epitopes de estas cepas al

compararlas con las vacunales146.

Tabla 3. Constelaciones de genotipos de cepas humanas seleccionadas.

Cepas de rotavirus Constelacion de - T &8 2 3 2
genotipos E%&EEEQ‘QQQ%

RVA/Human-tc/USA/'Wa/1974/G1P1A[8]
RVA/Human-tc/USA/P/1974/G3P1A[8]

RVA/Human-wt/USA/DC5115-Bethesda/1977/G4P[8
RVA/Human-wt/BEL/B3458/2003/G9P[8] Wa-like
RVA/Human-wt/BEL/B4633/2003/G 12P[8]
RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P[8]
RVA/Human-wt/CIV/6736/2004/G8P[8
RVA/Human-wt/NGA/6717ARN/2002/G10P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P[8]

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
RVA/Human-wt/DEU/GER1H/2009/G8P[4

RVA/Human-wt/BEL/B1711/2002/G6P[8] )
RAVA/Human-wt/COD/DRC88/2003/GaP |8 DS-1-like
RVA/Human-wt/COD/DRC86/2003/G8P|6

RVA/Human-tc/IND/69M/1980/G8P4[10]
RVA/Human-wt/ZAF/GR10924/1999/G3P[6]

RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12PJ[9]

RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-W179-9/1992/G1P7[5]
RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-SC2-9/1992/G2P7[5
RVANaccine/USA/RotaTeq-WI78-8/1992/G3P7[5]
RVA/Vaccine/USA/RotaTeqg-BrB-9/1296/G4P7[5]
RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-4/1992/G6P1A[8]
RVA/Vaccine/USA/Rotarix-B1X4414/1988/G1P1A[8[°

G3 P[9] I3 R3C3 M3 A3 N3 T3 E3 H3
G12 P[9] I3 R3 C3 M3 A12 N3 T3 E3 He

AU-1-like

Vacunas

Los genotipos pertenecientes a la constelacion Wa-like, DS-1-like y AU-1-like se muestran en verde, rojo y
naranja, respectivamente. El genotipo P[6] se muestra en celeste y los genotipos tipicamente bovinos se muestran

en violeta y lila. Adaptado de Matthijnssens, 2012147.

Objetivo general
Estudiar la epidemiologia de los rotavirus del grupo A en el Conurbano Bonaerense.
Objetivos particulares

-Determinar la incidencia de rotavirus del grupo A en nifios con diarrea en un hospital materno-
infantil del Conurbano Bonaerense entre 2004 y 2007.

-Determinar la frecuencia de deteccién de los genotipos G y P de rotavirus en las muestras
positivas para rotavirus.
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-Secuenciar el gen que codifica la proteina VP7 de las cepas més prevalentes durante el periodo
analizado.

-Realizar un analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas.
-Analizar las regiones antigénicas de VP7 en las secuencias aminoacidicas deducidas.
-Analizar la fluctuacion temporal y geogréfica de las cepas de rotavirus circulantes en la regién.

Materiales y métodos

Muestras de materia fecal. Se analizé un total de 710 muestras de materia fecal de nifios con
diarrea aguda menores de 15 afos que fueron atendidos en forma ambulatoria (en consultorios
externos o guardia médica) en el Hospital Materno Infantil de San Francisco Solano, Quilmes, Gran
Buenos Aires entre enero de 2004 y octubre de 2007. Este periodo incluyd cuatro temporadas de
invierno durante las cuales los picos de incidencia de rotavirus ocurren normalmente entre mayo y
julio. Las muestras se diluyeron al 10 % con PBS y se almacenaron a -20 °C. Antes de utilizarlas,
las diluciones de las muestras se vortexearon y centrifugaron a 1.000 g durante 10 minutos.

Diagnéstico de rotavirus del grupo A. Se empled un ELISA desarrollado en el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, UNQ10 para la deteccion de las muestras positivas para rotavirus del
grupo A. El método consiste en un ELISA de captura que emplea anticuerpos policlonales de
cabra anti-rotavirus. Se sensibilizaron placas de 96 wells con una dilucién 1/250 de IgG purificada
de cabra anti-rotavirus en buffer carbonato pH 9,6 incubando 1 hora a temperatura ambiente. Luego
de cada una de las incubaciones, la placa se lavé tres veces con PBS-T (PBS, Tween-20 0,2 %).
Las muestras a analizar se diluyeron en PBS-TC (PBS-T, caseina 1 %), se depositaron en los wells
y se incubaron 1 hora a 37 °C u overnight a 4 °C. Luego del lavado se incubé con una diluciéon
1/1.000 de 1gG purificada anti-rotavirus biotinilada en PBS-TC durante 1 hora a 37 °C, se lavo y se
incub6 30 minutos con una diluciébn 1/4.000 de estreptavidina conjugada con peroxidasa
(USBiologicals, Swampscott, MA, Estados Unidos) en PBS-TC. Finalmente, y luego de un ultimo
lavado, las placas se revelaron con orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos) y perdxido de hidrogeno (0,03 % v/v) en buffer citrato, pH 5,0. Luego de 15
minutos de desarrollo de color la reaccién se frené con acido sulfarico 1 N y se determiné la
densidad optica a 490 nm (DO490) en un lector de microplacas Asys UVM 340 (Biochrom
US, Holliston, MA, Estados Unidos), considerdndose positivas aquellas muestras con D0490
mayor a 0,210.

Extracciéon de R A. Se diluyeron 100 ul de la muestra de materia fecal con 200 ul de Tris-HCI
50 mM. Se agregaron 300 pl de Vertrel XF (DuPont Chemicals, Wilmington DE, Estados Unidos),
se vortexe6 durante 1 minuto y se centrifugd durante 10 minutos a 3000 g. Se recuperaron 200 ul
de sobrenadante y se combinaron con 400 ul de solucion de lisis (isotiocianato de guanidinio 4 M,
EDTA 0,02 M y Tritdn X-114 (Sigma, St Louis MO, Estados Unidos) 0,01 %) y 40 ul de una
suspension de silica preparada segun fue descripto previamente27. Se vortexed y se incubo a
temperatura ambiente en agitacién durante 15 minutos. Luego se centrifugd a 1000 g durante 1

minuto. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet de silica con 600 pl de solucion de
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lavado (isotiocianato de guanidinio 4 M y EDTA 0,02 M). Luego se centrifugd nuevamente a
1000 g durante 1 minuto. A continuacion se realizaron 3 lavados con 500 pl de etanol 70 %,
centrifugando entre los lavados a 1000 g durante 1 minuto y después del tercer lavado, a 10.000 g
durante 2 minutos. Se removio todo el sobrenadante y se sec6 a temperatura ambiente durante 10
a 15 minutos. Luego se resuspendio el pellet de silica con 35 ul de agua destilada, se incub6 a 65
°C durante 10 minutos y se centrifugd a 10.000 g durante 2 minutos. Se recupero el sobrenadante y
se repitieron todos los pasos desde la resuspensién con agua destilada para recuperar finalmente
60 pl de RNA. Se almacend a -20 °C. Antes de usar se incubd a 65 °C durante 10 minutos y se
centrifugd a 10.000 g durante 2 minutos. Esta técnica permitié obtener dsRNA purificado para su
empleo en RT-PCR27.

RT-PCR. Para la RT-PCR se emplearon 0,6 ul del extracto de dsRNA como molde para la
sintesis de cDNA de segmentos especificos de los genes de VP7 y VP4. Se empled el kit
comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Alemania) y los primers que fueron descriptos
previamente (ver Tabla 4, Figura 7, Figura 8). En el caso de VP7 se emplearon RA1 y RA4101 que
permiten amplificar el gen completo de VP7 (1062 pb) y en el caso de VP4 se emplearon con3dg y
con2dg, primers basados en con3 y con2 90 que permiten amplificar un segmento del gen de VP4
(876 pb). Los 0,6 pl de molde se calentaron a 97 °C durante 5 minutos con una mezcla de los dos
primers especificos en un volumen final de 5 pl. La solucién se enfrié rapidamente en hielo durante
2 minutos y se agrego la mezcla de reaccion para la RT-PCR de manera que la concentracion final
de los primers fue 0,6 uM e incluyendo 6 unidades del inhibidor de ribonucleasa RNAsin
(Promega, Madison, WI, Estados Unidos) en un volumen final de 10 pl. La reaccion se
llevé a cabo en un termociclador Peltier Termal Cycler PTC-200 (MJ Research, Waltham, MA,
Estados Unidos) en tubos de polipropileno de pared delgada. La RT se llevé a cabo a 45 °C durante
30 minutos y a continuacién, el perfil de ciclado de la PCR fue el siguiente: 15 minutos a 95 °C;
treinta ciclos de 94 °C, 30 segundos; 45 °C, 30 segundos y 72 °C 75 segundos, seguidos por 10
minutos finales a 72 °C68.

Multiplex PCR. Como molde para la multiplex PCR se emplearon 0,4 ul del amplicon obtenido
por RT-PCR. Los primers de tipificacion para los distintos genotipos G y P fueron descriptos
previamente (ver Tabla 4, Figura 7, Figura 8). Para la deteccién de los genotipos G encontrados en
humanos (pool GH1101 y pool GH258: G1-4, 8 y 9) o, cuando no pudieron ser tipificados con este
pool, para genotipos G animales o raros en humanos (pool GA: G5, 6, 10 y 11)102, para la
deteccion de genotipos P humanos (pool PH: P[4], [6], [8]-[10]) o de genotipos P animales (pool
PA: P[1], [5] vy [11])102. En el caso del pool de primers para la tipificacion de los genotipos P
humanos se reemplaz6 el primer de P[8] por el primer 1T-139. En el caso de los genotipos G el
pool se empleé en combinacion con RA4 (pool GH1) o 9conl (pool GH2) y en el caso de los
genotipos P el pool se emple6 en combinacion con con3dg.

El empleo de distintos conjuntos de primers para la tipificacion de los genotipos G se debe a
gue se ha detectado que el primer de G1 del pool GH2 falla en detectar algunas cepas G1 que si

son identificadas por el primer de G1 del pool GH1187 y también se ha detectado que el primer de
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G9 del pool GH1 da falsos resultados G3+G9 o0 G3 en cepas G9 que son correctamente detectadas
por el primer G9 del pool GH2206.

En la mezcla de reaccion para la PCR las concentraciones finales de los reactivos fueron: 0,5
UM de cada primer (excepto los primers comunes RA4, 9conl y con3dg que se emplearon en el
doble de concentracion), 1,5 mM de MgCI2, 200 uM de dNTPs, 0,5 unidades de GoTag DNA
Polimerasa (Promega, Madison WI, Estados Unidos), 20 mM Tris-HCI pH 8,4 y 50 mM KCI en un
volumen final de 10 ul. El perfil de ciclado fue el siguiente: un minuto a 94°C; treinta ciclos de 94°C,
30 segundos; 42°C, 30 segundos y 72°C un minuto, seguidos por 5 minutos finales a 72°C. Los
productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en gel de agarosa 2 % Ultra Pure
(Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) con SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) en buffer TAE (0,089 M Tris, 0,089 M acido acético y 0,002 M EDTA, pH 7,5)
durante 45 minutos a 100 V y visualizados con el transiluminador Safe Imager Blue-Light
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). En el mismo gel se corri6 un marcador de peso
molecular 100 pb (PB-L, Bernal, Argentina) y controles de tamafio molecular obtenidos por
amplificacion de cepas prototipo.

Tipificacion de G12. Para la deteccion de este tipo G, se empled un par de primers especificos
jrg226 y jrg227 (ver Tabla 4)39. Fueron empleados individualmente en una PCR que utiliza como
molde el producto de 1.062 pb obtenido en la RT-PCR del gen de VP7 con RA1 y RA4. ested PCR.
En el caso de aquellas muestras a las que no se les pudo asignar un genotipo G, P 0 ninguno de
los dos, se llevd a cabo una nested PCR con un primer interno que permitid discriminar entre
muestras G o P no tipificables (NT) nested PCR positivas, y muestras no amplificables (NA) nested
PCR negativas. En el caso de VP7 se empled RA2 en combinacion con RA498 y en el caso de VP4

se empled conldg2 en combinacion con con2dg (ver Tabla 4, Figura 7, Figura 8).
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Tabla 4. Primers para la amplificacién y tipificacion de VP7 y VPA4.

Pool Primer Secuencia Posicibn  Genotipo  Fragmento Referencia
RA1 (Beg9) |5 GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTCCGTCTG G [1-28 101
RA4 (End9) |5 GGT CAC ATC ATACAA TTC TAATCT AAG 3 1062 - 1036

ested VP7 |RA2 5 GGA CCA AGA GAA AAC GTAGC 3 805-824 |- 257 pb con RA4 (98
9conl 5' TAG CTC CTT TTAATG TATGG 3’ 37 - 56 58
9con2 5 GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA 3’ 022 - 941
aBT1 5' CAA GTA CTC AAATCAATGATG G 3 314-335 |Gl 749 pb con RA4
aCT2 5' CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGTG 3 411 - 435 G2 652 pb con RA4
aET3 5 CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG 3’ 689 - 709 |G3 374 pb con RA4
aDT4 5' CGT TTC TGG TGA GGAGTT G & 480 - 498 G4 583 pb con RA4

Pool GH1  [aATS8 5' GTC ACACCATTT GTAAATTCG 3’ 178 - 198 |G8 885 pb con RA4

(Humano) _ |aFT9 5' CTA GAT GTA ACT ACAACT AC 3’ 757 - 776 |G9 306 pb con RA4
OT-1deg2 |5’ TYT WGT YAA RGC AAA TAA TG 3’ 176 - 195 |G1 158 pb con 9conl
9T-2 5 GTT AGA AAT GAT TCT CCACT 3 262 -281 |G2 244 pb con 9conl
9T-3 5' GTC CAG TTG CAG TGT AGT 3’ 484 - 501 |G3 466 pb con 9conl
9T-4 5' GGG TCG ATG GAA AAT TCT 3’ 423 - 440 (G4 403 pb con 9conl

Pool GH2  |9T-9B 5’ TAT AAA GTC CAT TGC AC 3’ 131 - 147 IG9 110 pb con 9conl58
FT5 5' CAT GTACTC GTT GTTACG TC 3’ 779-760 |G5 780 pb con RA1
DT6 5' CTAGTT CCT GTG TAG AATC 3 499 - 481 |G6 500 pb con RA1
HT8 5' CGG TTC CGG ATT AGA CAC 3’ 273-256 |G8 274 pb con RA1
HT10 5' TTC AGC CGT TGC GAC TTC 3 714 - 697 |G10 715 pb con RA1

Pool GA (Ani BT11 5 GTC ATC AGC AAT CTG AGT TGC 3 336-316 |G11 337 pb con RA1 (102
irg226 5' TCG TCA TGC TGC CAT TTA 3’ 173-190 39
irg227 5' GTC CAG TCG GGA TCAGTT 3’ 327-344
con2dg 5 ATT YCN GRC CAY TTATAH CC 3 868 - 887 |- 90
con3dg 5' TGS YKW SBY TMA TTT ATAGAC A 3’ 11-32

.ested VP4  |conldg 5 YTR CCA CCM ATK CAR AAT AC 3’ 686 -705 |- 201 pb con 2
irg237 5 TCT ACT GGG TTA ACG TGC 3’ 339-356 |P8 345 pb con 39
2T-1 5' CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC 3’ AT74 - 494 P4 483 pb con
3T-1 5' TGT TGATTAGTT GGATTC AA 3’ 259 -278 |P6 267 pb con
AT-1 5' TGA GAC ATG CAA TTG GAC 3’ 385 - 402 |P9 391 pb con

Pool PH 5T-1 5 ATC ATA GTT AGT AGT CGG 3’ 575-594 P10 583 pb con
pNCDV 5 CGA ACG CGG GGG TGG TAG TTG 3’ 269-289 |P1 622 pb con
pUK 5 GCC AGG TGT CGC ATC AGAG 3’ 336-354 |P5 555 pb con

Pool PA (Ani_pB223 5' GGAACG TAT TCT AATCCG GTG 3 574 -594 P11 314 pb con 102







Figura 7. Primers para genotipos G.
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Secuenciamiento nucleotidico. Se seleccionaron 12 de las muestras tipificadas como genotipo
G9 aisladas en 199939, 2005, 2006 y 2007; y cuatro muestras tipificadas como G2 aisladas en
199710 y 2007. ElI amplicon que se utilizé para el secuenciamiento fue obtenido a partir de una
PCR con los primers 9conl y 9con2 (ver Tabla 4 y Figura 8). El producto de amplificacién fue
purificado del gel empleando el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) y
secuenciado con un secuenciador automético ABI3730XL y el kit Big Dye Terminator (Invitrogen,
Carlsbad, CA, Estados Unidos) a través del servicio prestado por Macrogen Inc., Seul, Republica
de Corea. Las secuencias nucleotidicas fueron cargadas en la base de datos GenBank
(www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) y se les asignaron los siguientes niumeros de acceso: GQ154522—
GQ154534 (cepas G9) y GQ154535-GQ154538 (cepas G2).

Andlisis filogenético. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el programa ClustalX con

secuencias de genotipo G9 o G2 disponibles en la base de datos GenBank y las relaciones
filogenéticas entre las secuencias se establecieron por medio del paquete de programas MEGA
4.0218 empleando el método neighbor-joining con el calculo de distancias por Kimura 2
parametros. El significado estadistico de los &rboles filogenéticos construidos fue estimado por el

método bootstrap (1.000 réplicas).

Resultados y discusion
Deteccién de rotavirus en muestras de materia fecal

Se llevo a cabo la deteccion de rotavirus del grupo A por ELISA en 170 muestras de materia
fecal, de las cuales 140 (19,7 %) fueron positivas (Tabla 5). Este porcentaje fue similar al
encontrado en la misma &rea en estudios previos realizados en muestras de pacientes
atendidos en forma ambulatoria39 y es  tipico de poblaciones de nivel socioeconémico
relativamente bajo, en las cuales son cuantitativamente importantes las diarreas causadas por
bacterias y parésitos. De esta manera al aumentar la cantidad de diarreas totales, disminuye la
incidencia porcentual de rotavirus. Sin embargo, cabe destacar que los porcentajes hallados en
este estudio son caracteristicos de las presentaciones moderadas a leves del paciente ambulatorio
y que los porcentajes de positividad de RVA se incrementan a un aproximado del 40 % cuando se
trabaja con pacientes internados, documentando la mayor severidad tipica de las diarreas por este

agente.

Tabla 5. Incidencia de rotavirus grupo A entre 2004 y 2007.

NuUmero de muestras positivas / nimero de muestras analizadas (%)

42/168 (25,0) [13/141(9,2%) 136/151(23,8) [140/710 (19,7)
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9/49 (18,4) 7142 (16,7) 4/13 (30,8) 5/36 (13,9) 25/140 (17,9)

Se indica el porcentaje de muestras positivas para rotavirus del grupo A y el porcentaje de infecciones
mixtas (muestras en las que se detecté mas de un genotipo G o P). RVA: rotavirus grupo A, *: baja frecuencia
de deteccion debido a una sobrerepresentacion de muestras en los meses de verano.

Los pacientes para los que se pudo obtener informacion clinica completa, presentaron voémitos
(81,0 %), fiebre (68,0 %) y deshidratacién leve a moderada (68,0 %). Los pacientes tenian entre 1
mes y 13 afios de edad (media: 2,4 afios, mediana: 1,5 afios). La mayoria fue menor de 3 afos
(81,0 %) (Figura 9). El conjunto de estos aspectos que caracterizan las infecciones por rotavirus
difieren en nifios de paises desarrollados y paises en desarrollo. En el caso de nuestra region,
algunas caracteristicas son tipicas de la epidemiologia en paises desarrollados: 1) la baja
mortalidad, 2) la mayor prevalencia en invierno39 y 3) sélo el 50 % de los nifios se infectan con
rotavirus en el primer afio de vida (en contraste a 80 % en paises en desarrollo) con una mediana
de 1,5 afios para la primoinfecciéon (en contraste a 6 a 9 meses en paises en desarrollo)30. Sin
embargo, tanto la prevalencia (19,7 %) como el importante porcentaje de infecciones mixtas
detectado (17,9 %) es caracteristico de medios en los cuales las condiciones higiénico-sanitarias

son deficientes y los inéculos virales mayores30, 114.

Figura 9. Distribucion etaria de los pacientes con infeccién por rotavirus.
En el grafico se muestra la frecuencia relativa para cada grupo etario con un intervalo de 6 meses (0,5 afios) en el
eje izquierdo y la frecuencia acumulada en el eje derecho. Se muestran dos lineas de la cuadricula para resaltar el

0,5y el 0,8 de la frecuencia acumulada.

Prevalencia de genotipos Gy P

Entre los genotipos G detectados, G2 (38,1 %) fue predominante, seguido de G9 (36,9 %), G1
(12,5 %), G4 (6,9 %), G3 (3,8 %) y G12 (1,9 %). Entre los genotipos P detectados, P[8] (45,9 %) fue
predominante, seguido por P[4] (33,8 %) y P[6] (2,0 %). Los genotipos P[9]y P[10] se detectaron
en s6lo una muestra cada uno. Todas las muestras pudieron ser tipificadas para genotipos G,

pero un 16,9 % de las muestras no pudo ser tipificada para genotipos P (Tabla 6, Figura 10 y Figura
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11). En total, se pudieron identificar todos los genotipos G y P mas comunes que circulan
globalmente.

En cuanto a la combinacién de genotipos (Tabla 7), GOP[8] fue la mas detectada durante el
periodo 2004-2007, alcanzando un 30,0 % del total, seguida por G2P[4] (21,4 %). Ambas
combinaciones de genotipos fueron detectadas en muestras en todos los afios: G9P[8] fue la mas
comun en 2005 y 2006, mientras que G2P[4] fue la m&s comun en 2004 y 2007 (Tabla 7 y Figura
10). También se detectaron muchas combinaciones de genotipos poco comunes, como G1P[4],
G2P[8], y G9P[4]. Estos son eventos probablemente relacionados al hecho de que se encontraron
muchos genotipos G y P distintos en infecciones mixtas (Tabla 7). Un hallazgo notable fue la
deteccién del genotipo G12 en 2004 y 2007 con una baja frecuencia (3,5 y 2,5 % respectivamente).

Durante el periodo estudiado se observaron marcadas fluctuaciones en la distribucion de los
genotipos. La frecuencia de G1 disminuyé de 29,8 % en 2004 a 2,0 % al afio siguiente y se
mantuvo en frecuencias bajas durante el resto del periodo. El genotipo P[8], mas comUnmente
asociado a G1, no disminuy6 de la misma manera, dado que se detectd (y en frecuencias mayores
de hasta 81,8 % en 2005) en otras de las combinaciones comunes: principalmente cepas G9P[g],
pero también G3P[8] y G4P[8]. Por otro lado los genotipos G2 y P[4] presentaron una fluctuacion
temporal en paralelo, ya que no se detecté la combinacion de P[4] con otros genotipos en
frecuencias elevadas. De esta manera durante 2005, cuando la frecuencia de G2 disminuyo al 16,0

%, los porcentajes de deteccién de P[4] copiaron esta disminucion (Figura 11).

Tabla 6. Distribucion y frecuencia de los genotipos detectados entre 2004 y 2007.

2004 2005 2006 2007  Total 2004-2007

G2 25 439 8 160 5 385 23 575 |61 38,1
G3 2 35 4 80 O 00 0 00 3,8
G4 3 5,3 8 160 O 00 0 00 11 6,9
G9 8 14,0 29 580 8 615 14 350 |59 36,9
G12 2 35 0 00 0 0,0 1 25 B 1,9
Total 57 100,0 50 100,0 13 100,0 40 100,0 [160 100,0
P[8] P[4] P[6] |13 260 36 81,8 11 647 8 216 |68 45,9
P[9] P[10] P T*

Total 18 360 5 114 5 294 22 59,5 50 33,8

Se indica el porcentaje de muestras positivas para cada genotipo. *: PNT, P no tipificable.
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frecuencia

Gl G2 G3 G4 G9 G12 P[4] P[6] P[8] P[9] P[10] PNT

Figura 10. Frecuencia de los genotipos G y P detectados entre 2004 y 2007.
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Figura 11. Frecuencia de genotipos G y P detectados por afio.
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Tabla 7. Distribucién y frecuencia de combinaciones de genotipos entre 2004 y 2007.

2005 2006 2007  Total 2004-2007

Combinacién*

G1P[4] 5 10,2 2 56 [7 5,0
G1P[6] G1P[8] |1 2,0 1 0,7
G1P[10]G1P T
6,1 4 2,9
1 2,0 1 2,4 1 0,7
G2P[4] 10 204 3 7.1 1 7,7 16 44,4 130 21,4
G2P[8] 1 2,0 1 0,7
G2P TG3P[8] 8 16,3 1 77 B 8,3 [12 8,6
GA4P[8] G4P T
G9P[4] GOP[6] 1 0,7
1 2,0 1 2,4 2 1,4
1 2,4 2 1,4
1 20 % 48 2 14
GO9PI[8] 2 4,1 26 61,9 7 53,8 |7 19,4 {42 30,0
GOP T 1 1 2,4 2 56 4 2,9
G12P[9] 1 1 0,7
G1+2P[4] 1 1 0,7
G1+2P[8] 2 4,1 2 1,4
G2+4P[8] G2+4P
T G2+9P[4] 1 2,0 1 0,7
G2+9P[8] G2+9P
T G2P[4+8] 1 2.0 1 0.7
G2+3+4P[8]
G2+3P[4+8] 1 0.7
G2+4P[4+8] 1 28 1 0,7
G3+9P[8]
G4+9P[8] 1 2,4 2 1,4
G4P[4+8]
GOP[4+8] 2 56 4 2,9
GIP[6+8]
G12+2P[4] 1 28 2 1,4
G12+9P[4]
3 23,1 1 0,7
2 4,8 1 0,7
1 2,4 2 1,4
1 2,4 1 0,7
2 4,1 1 0,7
Total 49 100,0 [42 100,0 [13 100,036 100,0[140 100,0

Se indica el porcentaje de muestras en las que se detecté cada combinacion de genotipos G y P. Las
combinaciones mas prevalentes se muestran resaltadas. *: PNT, P no tipificable.
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Los resultados presentados en esta tesis, junto con resultados previos (1996-2003) 10, 39 y
posteriores (2008-2011)135 completan 16 afios de vigilancia continua de los genotipos de rotavirus.
Esta gran cantidad de informacion permite establecer el patrén natural de fluctuacion de las
frecuencias de genotipos en una misma &rea (Figura 12). Dos caracteristicas notables surgen de
este analisis: primero, que las cepas G9P[8] que no habian sido detectadas previamente en Buenos
Aires, fueron las predominantes entre 2004 y 2007, y segundo, que las cepas G2P[4] que no se
habian detectado desde 1999, reaparecieron en 2004 alcanzando una prevalencia de 57,5 % en
2007. Durante 1998 y 1999 se detectaron cepas G9P[6] en Argentina24, 39 vy desde 2004, el
genotipo G9 reapareci6 con una frecuencia mucho méas alta pero asociado a P[8]. Otras
caracteristicas son destacables en cuanto a la distribucion en el tiempo en el area estudiada y en el
contexto de los resultados previos y posteriores en Argentina:

a) El genotipo G3 no se detectd en Argentina en frecuencias elevadas desde las primeras
cepas identificadas en 198312, 38 hasta el periodo 2008-2010 cuando alcanzaron frecuencias que
oscilaron entre 25 y 50 %135.

b) El genotipo G4 fue el mas comudn durante 2000 y 2001, pero su frecuencia fue disminuyendo
y no fue detectado en 2006 ni 2007. En 2008 alcanzé un 17,5 % de los genotipos pero volvio a
disminuir a niveles indetectables entre 2009 y 2011.

c) Se observo un patron similar para G1, un genotipo que fue el mas comudn durante 2002 y
2003 pero disminuyé constantemente hasta 2006 cuando fue indetectable, volviendo a circular en
bajas frecuencias a partir de 2008.

d) Entre 1999 y 2002 se detectaron bajas frecuencias del genotipo emergente G12 en
combinaciéon con P[9]39, asi como también en 2004 y 2007 (esta tesis). La frecuencia de este
genotipo se incrementd marcadamente en 2009 (44,0 %), pero en combinacién con P[8]135. Tanto
en este caso como en el de G9, los incrementos de afios posteriores a las detecciones iniciales se
deben a la introduccion de cepas pertenecientes a linajes o clados distintos de amplia distribucién
global (ver andlisis de secuencia mas abajo).

e) La distribucion de los tipos P sigui6 un patrén con elevadas frecuencias del genotipo
P[8] asociado con G1 y G4 entre 1999 y 2003, luego combinado con G9 en 2005 y 2006 y durante
el periodo 2008-2010, con G3 y G12. De la misma manera, el genotipo P[4] fue prevalente en los

periodos 1996-1998, 2004-2007 y en 2011, siempre en su combinacion clasica con G2.
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Figura 12. Fluctuacion de la frecuencia de genotipos durante 16 afios en Buenos Aires. La frecuencia se calcul6 en
relacion al total de genotipos tipificados por afio. Los graficos (superior para los genotipos G e inferior para los
genotipos P) se obtuvieron a partir de estudios realizados entre 1996 y 199810, entre 1999 y 200339, entre 2004 y
2007 (esta tesis) y entre 2008 y 2011135.

Andlisis de secuencias del genotipo G9

La primera descripcion de rotavirus del genotipo G9 fue en la década de 198045. Poco después
dejaron de detectarse hasta una década més tarde cuando reemergieron a mediados de la década
de 1990. En una visién global, el genotipo G9 pasoé a ser el quinto més detectado en humanos y fue
reportado como el primero o segundo mas prevalente en muchos paises205. En Brasil, se detecto
G9 por primera vez en el estado de Rio de Janeiro entre 1997 y 1999 en un 15,9 % de las
muestras207, en S&o Paulo entre 2000 y 2003 en un 17,2 %35 y en Salvador, Bahia entre 1999 y
2002 en un 78,8 %208. En Paraguay entre 2002 y 2005 se detectdé G9 en un 36,2 %174 de las
muestras analizadas mientras que en Ecuador se detectd entre un 72y 96 % entre 2003 y 200670.

Los porcentajes de cepas G9 detectadas en Argentina se han incrementado desde su primera
identificacion en 1996 cuando las frecuencias eran muy bajas, hasta el periodo estudiado, cuando
G9 fue uno de los genotipos mas prevalentes entre 2005 y 2007. En este trabajo se lo detectd
durante todas las temporadas entre 2004 y 2007 con un pico de prevalencia en 2005 (62,2
%). En el afio 2006 representé la mitad de los genotipos detectados.

Debido a la elevada prevalencia del genotipo G9 durante el periodo estudiado, se seleccionaron
muestras para ser sometidas al secuenciamiento de un fragmento de 904 pb del gen que codifica la
proteina VP7. Las secuencias de 12 muestras G9P[8] que circularon entre 2005 y 2007,
presentaron un elevado porcentaje de identidad con la cepa argentina G9P[6] (Arg562) aislada en
1999 (98,5 % - 100 % y 98,8 % - 100 % de identidad aminoacidica y nucleotidica, respectivamente)
y con una cepa G9P[8] patron (AU32) (985 % - 99.3 % y 98.5 % - 99.3 % de identidad

aminoacidica y nucleotidica respectivamente).
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En Brasil y en Argentina, los genotipos G9 detectados hacia fines de la década de 1990 se
encontraban principalmente en la combinacién G9P[6], aunque entre 1997 y 1999 habian sido
detectados en forma creciente en combinacion con P[8] en Rio de Janeiro207. A partir del 2000 en
Brasil y en Paraguay, y en 2004 en Argentina el genotipo G9 se comenzé a detectar en forma casi
exclusiva en la combinacion G9P[8]. Dados estos antecedentes de la region Sudamericana, se
realiz6 el estudio filogenético de las secuencias de los aislados locales buscando relaciones con
las secuencias disponibles en GeneBank de Brasil y Paraguay y con las argentinas
correspondientes a cepas G9 que circularon en afios anteriores.

El andlisis filogenético de secuencias del gen de VP7 de cepas G9 (incluyendo desde los
primeros aislamientos hasta los mas recientes) demostrd la existencia de al menos seis linajes
diferentes. La mayoria de los rotavirus G9 que circulan actualmente en el mundo pertenecen al
linaje 111181. Como se muestra en la Figura 13 todas las secuencias de genotipo G9 obtenidas,
pertenecen al linaje Il y presentan una identidad nucleotidica entre 97,1 % y 99,9 % cuando se
comparan con las cepas de Paraguay y Brasil. Esto implica una relacion filogenética cercana entre
todos los aislamientos, aunque cuando se comparan las cepas G9P[6] con las G9P[8] se
advierte un cambio aminoacidico (T—l) en la posicion 171 conservado entre las cepas G9P[6]
argentinas y brasilefias. La simultaneidad cronoldgica en la emergencia de cepas similares y la
gran similitud de secuencias entre los aislamientos de G9 son datos que tomados en conjunto
ilustran y sugieren que los ambientes epidemiolégicos de los paises del Cono Sur estan
relacionados.

Comparacion de las regiones antigénicas de las cepas G9

El patron de sustituciones aminoacidicas dentro de las regiones antigénicas de VP7 de las
cepas G9 se analizé por medio de un alineamiento en el que se empled la secuencia de la cepa G9
patron AU32 como consenso. En todas las cepas argentinas G9 se identificaron los mismos cinco
cambios aminoacidicos (regién A posicion 87 (A—T), region B posicion 149 (K—E), regiéon C
posicion 208 (T—l), posicion 220 (A—T) y region F posicion 242 (T—N) excepto en la cepa
Arg2366 aislada en el afio 2007, en la que sdélo se detectaron cuatro de estas sustituciones (Tabla
8). La sustitucion aminoacidica en la posicién 208 es caracteristica de los linajes distintos del Ill. En
este caso, sin embargo, es el resultado de un cambio nucleotidico diferente (ATT—ACT) del que
codifica treonina en otros linajes (ACA). Al comparar las cepas argentinas con otras cepas G9
aisladas en la region, se encontré que en la mayoria de los casos las regiones antigénicas fueron

idénticas.
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Figura 13. Andlisis filogenético de cepas G9.

El arbol filogenético fue construido a partir de las secuencias de VP7 de cepas G9 obtenidas de la base de
datos GenBank. Los linajes se indican en nimeros romanos a la derecha y los valores de bootstrap se muestran en
cada nodo (no se muestran los valores menores a 80 %). Las cepas argentinas aisladas entre 2004 y 2007 se
sefialan con un triangulo relleno. Para cada cepa se indica nombre/afio de aislamiento/pais de origen y en el caso
de las cepas del linaje Il se indica el genotipo P asociado. Una cepa prototipo G2 (DS-1) se incluyé como outgroup.

Andlisis de secuencias del genotipo G2

Las cepas G2P[4] han presentado una prevalencia variable de acuerdo al continente o
subcontinente segun lo indica un trabajo de revisién que analiza el periodo comprendido entre 1973
y 2003: Latinoamérica (23 %), Africa (2 %), Asia (13 %), Norteamérica (11 %), Europa (9 %) vy
Oceania (14 %)205. En muchos estudios se ha descripto un patrén ciclico de ocurrencia de
G2 cada 10 afios aproximadamente21, 125, 141. Ademés, se ha detectado en frecuencias
elevadas (68 % a 81 %) en distintos paises latinoamericanos como Honduras, Paraguay y Brasil4,
125, 130 en ausencia de programas nacionales de vacunacion contra rotavirus. En el caso
de Brasil, se detectaron en el norte del pais prevalencias entre 59,9 % y 91 % en 2006 (previo a la
introduccion de la vacuna), luego de cinco afios en los que la prevalencia del genotipo G2 se
mantuvo alrededor del 2 %130.
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En cuanto a los resultados presentados en esta tesis, en conjunto con los obtenidos en otros
estudios realizados en el mismo &realO, 39, 135, el genotipo G2 fue detectado en
frecuencias cercanas al 50 % en 1996-1998 y no fue detectado en los siguientes cinco afios. A
partir de 2003 volvio a detectarse con picos de frecuencia en 2004, 2007 (esta tesis) y 2010-2011
(Figura 12). Luego de un afio de ausencia en 2009, este genotipo alcanz6 casi la mitad de los
genotipos detectados en 2010 y més del 70 % en 2011135.

Debido a la elevada prevalencia del genotipo G2 durante el periodo estudiado, se seleccionaron
muestras de los afios 1997 y 2007 para ser sometidas al secuenciamiento de un fragmento de 904
pb del gen que codifica la proteina VP7. Las secuencias de las muestras de genotipo G2 aisladas
en 1997 y en 2007 comparten un elevado porcentaje de identidad nucleotidica (96,5 % - 100,0 %)
y aminoacidica (97,6 % - 100,0 %). Al compararlas con la cepa G2 patron DS-1, las cepas
argentinas divergen 13,6 % - 14,3 % y 3,5 % - 51 % en sus secuencias nucleotidica y
aminoacidica, respectivamente. La secuencia nucleotidica de las cepas G2 aisladas en 1997 estan
més relacionadas entre si que con las aisladas en 2007. Al comparar las secuencias
aminoacidicas, se identificaron seis sustituciones en las posiciones 36 (K—R), 37 (F—L), 44 (I-M),
55 (M—l), 132 (Q—R) and 213 (N—D) entre las cepas aisladas en 1997 y 2007, respectivamente.

El analisis filogenético indic6 que las cepas argentinas G2P[4] pertenecen al linaje Il (Figura
14). Las cepas argentinas formaron grupos separados segun el afio de aislamiento. Las cepas
aisladas en 1997 y 2007 demostraron estar més relacionadas entre si que con el grupo de cepas
G2 aisladas entre 2010 y 2011. Es destacable que tres cepas G2 que circularon en Brasil durante
2008-2009 se agruparon con las cepas argentinas aisladas en 2010 y 2011, mientras que algunas
secuencias de cepas G2 aisladas en Brasil durante 2005-2006, agruparon con las cepas argentinas
aisladas en 200795. Estos resultados son consistentes con la hipétesis de introduccion en
Argentina de ciertas cepas G2P[4] desde Brasil. En contraste, otras cepas regionales aisladas en

Brasil en 2002 pertenecen al linaje Il y no se han reportado cepas relacionadas en Argentina.

Comparacion de las regiones antigénicas de las cepas G2

El patrén de sustituciones aminoacidicas dentro de las regiones antigénicas de VP7 entre las
cepas G2 se analiz6 por medio de un alineamiento y empleando la secuencia de la cepa G2 patrén
DS-1 como prototipo por ser la incluida en la formulacién vacunal. Se identificaron tres cambios
aminoacidicos en las regiones A y F de las cepas argentinas G2 aisladas en 1997 (region A:
posicién 87 (A—T), posicion 96 (D—N) y region F posicion 242 (N—S), y una sustitucion adicional
en la region C posicion 213 (N—D), en el caso de las cepas aisladas en 2007 (Tabla 8). Ademas,
sélo se detectdé un cambio aminoacidico en las regiones antigénicas de VP7 al comparar las cepas
G2 aisladas en 1997 y en 2007. Las regiones antigénicas fueron 100 % idénticas al comparar las
cepas aisladas en 2007 con aislamientos mas recientes obtenidos en el pais (2010-2011), asi

como también con cepas brasilefias aisladas entre 2005 y 200995, 135.

Influencia de la vacunacion sobre la diversidad de genotipos

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



En teoria, cualquier vacuna que incluya una o un numero limitado de cepas de rotavirus
gue generen distintos niveles de proteccion, presentara diferencias en cuanto a su eficacia frente a
distintos genotipos. Por lo tanto, la vacunacion tendra una influencia en la distribucién de los
genotipos circulantes36, 103, 146, 162. A pesar de que es dificil individualizar los efectos de todos
los factores que pueden afectar esta distribucién en una poblacién no vacunada, existe una
diferencia importante al considerar la presién selectiva inducida por la vacunacion en masa. En
este caso, a los nifios se les administran dos o tres dosis de cepas de rotavirus atenuadas, a
edades de entre 6 y 8 meses. El efecto de esta exposicion programada a cepas especificas, ejerce
una presion unidireccional que favoreceria la selecciobn de cepas de rotavirus que sean
relativamente distintas de las cepas vacunales. Por el contrario, la exposicidn natural a rotavirus es
espordadica, incluye un rango muy amplio de genotipos y a priori no favorece la seleccién de
genotipos particulares. Si la presion selectiva ejercida por una vacunacion masiva es dominante
respecto de los restantes factores que pueden afectar la distribucion de genotipos en una
poblacién, podrian detectarse cambios marcados en el patron de circulacién. Distintos estudios han
demostrado un enriquecimiento de cepas G3P[8] en areas donde se administr6 RV5 y un
enriquecimiento de cepas G2P[4] en &reas donde se administrd6 RV1146, 176, 242.

En particular, en Brasil la vacuna RV1 se incluy6 en el programa de vacunacién nacional en
marzo de 2006 y desde entonces se observo un aumento en la prevalencia de cepas G2P[4], la
cual ha sido identificada en algunos estudios como responsable del 100 % de los casos de
gastroenteritis analizados28, 36, 37, 44, 50, 86, 113, 125, 134. Existen distintas posiciones en
cuanto a si este fendmeno fue causado por la vacunacion o no. Por un lado, se ha sugerido que se
deberia a la fluctuacion natural de este genotipo dado que en otros paises que limitan con Brasil
también fue elevada la frecuencia de deteccién de G2 poco después de 2006, considerando
ademdas que en esos paises no se habia introducido la vacunal25, 142. Argentina y Brasil
presentaron patrones similares de fluctuacién de G2, dada su prevalencia entre 1996-1998 en Rio
de Janeiro (34 %)8 y en Buenos Aires (43 %)10; asi como en los resultados obtenidos en esta
tesis entre 2006-2007 para Buenos Aires (53 %) y en Brasil (80 %)125.

Sin embargo, también puede notarse que en los paises limitrofes el aumento en la prevalencia
de G2 luego del afio 2006 no fue tan marcado como en Brasil. Este argumento se complementa
con la hipotesis de que la introduccion de la vacuna en el pais mas grande de la region (con una
poblacién que corresponde al 50 % de la poblacién de Latinoamérica) podria haber influenciado la
distribucion de genotipos en sus paises limitrofes. No obstante, para confirmar la identidad de las
cepas en las distintas regiones y desarrollar una hipétesis mas firme sobre su distribucidn
temporal y espacial, seria necesaria una caracterizacion del genoma completo de las mismas.

Por otra parte, se observd una desaparicion virtual de las cepas G1P[8] durante 2006 y 2007.
Este es un evento notable, ya que ademas de ser la cepa mas comun en humanos, raramente se
detect6 en frecuencias inferiores al 10 % en Latinoamérica entre 1995 y 200440. Este descenso

marcado también se observé en Paraguay y Brasil previamente al 200636, 125, 140, no

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



influenciado por la introduccién de la vacuna. En particular en Argentina, G1 no estuvo entre los
genotipos predominantes desde 2004 y se mantuvo en frecuencias muy bajas hasta 2011135.

En este trabajo, también se identificaron cepas G12, pertenecientes al genogrupo o
constelacion de genotipos AU-1-like4l. Estas cepas se detectaron en bajas frecuencias desde
1999 en Argentina y més recientemente en Brasil y Paraguay39, 140, 182. Las cepas G12P[9] no
comparten antigenos con la vacunas RV1 y RV5, por lo que se deberd monitorear el nivel de
proteccion que induciran las vacunas frente a este tipo de cepas.
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Figura 14. Andlisis filogenético de cepas G2.

El arbol filogenético se construyo a partir de las secuencias nucleotidicas de VP7 de cepas G2 obtenidas de la base
de datos GenBank. Los linajes se indican en numeros romanos a la derecha y los valores de bootstrap se indican
en cada nodo (no se muestran los valores menores a 80 %). Las cepas argentinas aisladas en 1997 y 2007 se
sefialan con un triangulo relleno, mientras que otras cepas argentinas secuenciadas en 2010 y 2011 se sefialan
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con un triangulo vaciol35. Para cada cepa se indica nombre/afio de aislamiento/pais de origen. Una cepa
prototipo G1 (Wa) se incluyé como outgroup.
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Tabla 8. Comparacion de las regiones antigénicas A, B, C, y F de VP7 de cepas G9y G2.

Sequence

VP7 Antigenic Regions

87

A (87-101)

88 83 90 91 92 93 94 95 96 97 98 93 100 101

B (142 -

142 143 144 145 146 147

152)

148 149 150 151 152

C (208 - 221)

208 209 210 211 212 213 214 216 216 217 218 219 220 221

F (233 -242)

233 234 235 236 237 238 239 240 241 242

AU32
Arg/562/GOP[6]/1999
Arg2045/GOP[8)/2005
Arg2090/GOP[8)/2005
Arg2106/GOP[8)/2005
Arg2111/GOP[8)/2005
Arg2118/GOP[8)/2005
Arg2119/GOP[8]/2005
Arg2124/GOP[8)/2005
Arg2207/G9P[8)/2006
Arg2342/GOP[8)/2007
Arg2345/GOP[8)/2007
Arg2366/GOP[8]/2007
Arg2385/GOP[8]/2007
R143/GOP[6]/1999/Brazil
R160/GOP[8]/1999/Brazil
1j8207/GOP[8)/2004/Brazil
1j8410/GOP[8]/2004/Brazil
BA206/GOP[8]/1999/Brazil
BA201/GOP[8]/2000/Brazil
BA202/GOP[8]/2002/Brazil

Py00477/GOP[8]/2000/Paraguay

DS-1
Arg0083/1997/Argentina
Arg0044/1997/Argentina
Arg23809/2007/Argentina
Arg2395/2007/Argentina
1j5619/2002/Brazil
1j5323/2002/Brazil
SA356PT/1996/South Africa
GH1803/1999/Ghana
TN1529/1999/Tunisia
SA514GR/1987/South Africa
KY3303/1999/Kenya
TW6/1981/Taiwan
05A/1995/Australia
SA1831GR/1993/SouthAfrica
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Conclusiones

Mantener una vigilancia de la diversidad de las cepas de rotavirus en una misma comunidad a
lo largo del tiempo provee informacion importante sobre la introduccién, evolucion y diseminacion
de cepas nuevas, asi como para evaluar la influencia de la introduccion de una vacuna en los
patrones de circulacion de las distintas cepas. En esta primer parte del trabajo, se caracterizaron
los genotipos G y P correspondientes a las proteinas VP7 y VP4 respectivamente, en un area
cercana a la ciudad de Buenos Aires entre 2004 y 2007. Estos resultados en conjunto con
estudios previosl0, 39 y posteriores135, completan méas de 15 afios de vigilancia continua. Esto
ha permitido establecer el patron natural de fluctuacion de los distintos genotipos en una misma
area en la que aun no se ha incorporado al programa nacional de inmunizaciones ninguna de las
vacunas disponibles contra rotavirus.

En total, la distribucion de genotipos resulté similar a la encontrada globalmente: se detectaron
las cinco cepas més comunes: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] y G9P[8]91, 205. Durante el
periodo estudiado (2004-2007), las cepas mas prevalentes fueron G2P[4] y G9P[8] y las
secuencias de estos genotipos G se analizaron con mas profundidad. Sin embargo, también se
detectaron otras menos frecuentes (como G12, P[9], P[6] y P[10]) y un alto porcentaje de
infecciones mixtas.

La frecuencia elevada de infecciones mixtas (17,9 %) durante el periodo estudiado es de
interés debido a que facilitan la evolucién del virus por reasociacion de segmentos. Estas
coinfecciones se han documentado mejor en entornos pobres donde las infecciones entéricas son
més comunes9l. Se han llegado a detectar frecuencias de hasta 44,0 % con un promedio de 12,0
% en Latinoamérica40. Para mejorar la investigacion sobre la frecuencia de reasociacion y
su influencia en la evolucion de los rotavirus del grupo A, es necesario contar con informacion
completa sobre todos sus segmentos de manera de identificar el origen de cada uno en lugar de
sélo estudiar sus componentes G y P. Este tipo de tarea es la que se lleva a cabo actualmente en
nuestro laboratorio y en otros interesados en la epidemiologia y evolucion de los rotavirus.

A medida que las vacunas contra rotavirus se introduzcan en los calendarios de vacunacion
de mas paises regionales, incluyendo Argentina, sera cada vez mas importante mantener la
vigilancia de las cepas. Asi sera particularmente importante monitorear las instancias donde falle
la vacuna vy los niflos inmunizados requieran hospitalizacién por infeccién por rotavirus. La
emergencia y circulacién de nuevos genotipos, variantes de los mismos, o distintas combinaciones
de cualquiera de los segmentos, proveeran informacion sobre la estabilidad de estas nuevas cepas

y por ende su capacidad o fithess para diseminarse en poblaciones humanas a lo largo del tiempo.
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PARTE Il

PUESTA A PUNTO DEL MODELO MURINO DE INFECCIO POR ROTAVIRUS
Introduccién

Modelos animales

La evaluacion de vacunas siempre ha dependido del uso de modelos animales para la
obtencion de datos de inmunogenicidad y eficacia. Las vacunas en desarrollo son evaluadas
inicialmente en modelos animales en etapas previas a los ensayos clinicos en humanos y como
parte de los estudios sobre seguridad, inmunogenicidad y proteccion inducida. El uso de los
mismos ha permitido también estudiar las infecciones por rotavirus, su patologia, la enfermedad
asociada y la inmunidad, incluyendo correlatos de proteccion. Esta informacién también contribuye
al desarrollo de vacunas. Actualmente, existen dos modelos de infeccion por rotavirus en animales
pequefios: el raton y el conejo. El modelo de conejo fue el primero desarrollado para estudiar la
inmunidad humoral y la proteccién43, seguido por el desarrollo del modelo de raton adulto més
empleado actualmente33, 77, 232, 233. Ambos modelos son modelos de infeccion. El unico
modelo de enfermedad es el de cerdos gnotobidticos, cuyo uso es limitado debido a su alto costo,
ndamero limitado de animales disponibles, el tiempo limitado durante el que los animales pueden
ser mantenidos en aisladores, y la necesidad de equipamiento especializado y personal capacitado.

AUn asi, este modelo ha producido mucha informacion interesante43, 241.

Modelos de animales pequefios

Tanto el modelo de raton como el de conejo han sido elementales durante el desarrollo de
nuevas estrategias de vacunacion, proveyendo sistemas que permitan estudiar la inmunidad local y
sistémica luego de una infeccidon o una vacunacion. Sin embargo, ambos son modelos de infeccién
y no modelos de diarrea. Los conejos y los ratones de todas las edades pueden ser infectados
facilmente con rotavirus y excretan altos niveles de virus en sus heces, pero la diarrea esta
restringida a animales de menos de 2 semanas de edad33, 43, 232, 233. Por lo tanto, la eficacia
protectora en el raton y el conejo se basa en la reduccion de la excrecién de antigenos de rotavirus,
no en una mejoria de la enfermedad. Sin embargo, determinar la reduccién en la excrecion de virus
es probablemente una medida més estricta de la eficacia protectora, dado que la diarrea no ocurre
sin infecciébn. Ambos modelos animales, presentan otra limitacion: sélo las cepas homdélogas
(aisladas de la misma especie) replican eficientemente y se transmiten horizontalmente a
animales control no inoculados, mientras que las cepas heterélogas (aisladas de una especie
distinta, incluyendo las cepas que infectan humanos) no lo hacen 33, 43, 77.

Cuando se evallan vacunas nuevas, existe un numero de parametros que afectan los
resultados. Estos incluyen la eleccién del inmundgeno, la via de inmunizacion, el adyuvante, y el
modelo animal. Los experimentos que pretenden comparar y optimizar distintas vacunas contra
rotavirus en distintos modelos animales proveen resultados conflictivos con respecto a qué se
considera inmunidad protectora o eficacia protectora. Los datos obtenidos tras la evaluacion de una

vacuna en un modelo animal no reflejarian con exactitud los resultados en nifios43.



Propagacion y titulacién de cepas de rotavirus wild type en ratén

En el contexto de esta tesis se denominaran cepas de rotavirus wild type (wt) a los rotavirus
propagados exclusivamente por pasajes de animal a animal. Distintas cepas wt de rotavirus murino
han sido propagadas en su especie de origen33, 43, 77. Estas cepas wt se usan frecuentemente
como virus para el desafio en el modelo de ratén, pero han tenido un uso limitado en el modelo de
conejo. Luego de la adaptacion a cultivo celular, puede ocurrir una atenuacion del virus que lo
vuelva menos virulento o no virulento comparado con el virus wt en la especie original de la que fue
aislado. En el ratén, la adaptacion a cultivo celular de varias cepas de rotavirus wt, resultd en un

aumento en la dosis infectiva en el raton, en comparacion al virus wt33.

Deteccién de rotavirus en muestras de materia fecal de raton

Luego de una infeccién viral o un desafio de ratones inmunizados, la cantidad de virus
excretado se determina diariamente en muestras de materia fecal. La deteccién de antigeno se
lleva a cabo por ELISA debido a la facilidad del ensayo, el tiempo y el costo. No se conoce como se
correlaciona la eficacia protectora basada en deteccién de antigeno, con la proteccién contra la
enfermedad en nifios. En general puede decirse que esto no puede medirse en los modelos de
animales pequefios43 aunque en la mayoria de los desarrollos de vacunas contra rotavirus el
modelo de ratdn adulto configura una de las etapas pre-clinicas mas frecuentemente
utilizadas.

La eficacia protectora en este modelo se puede evaluar comparando distintos parametros, tales
como la duracion de la excrecion viral, el dia de comienzo de la excrecién y la cantidad promedio
de excrecion por dia. El método establecido, sin embargo, que integra varios de estos parametros,
se basa en la duracion y la amplitud de la excrecién de antigeno viral. Se grafican los resultados de
la deteccion de antigeno en las muestras de materia fecal para cada dia posterior al desafio con
rotavirus wt y se calcula el area bajo la curva (AUC) para cada animal (Figura 15). La eficacia
protectora en animales individuales se expresa como el porcentaje de reduccion del antigeno viral

comparando el AUC para animales individuales con el AUC media del grupo de ratones control43.

Deteccion de anticuerpos especificos para rotavirus

Para medir las respuestas de anticuerpos neutralizantes o anticuerpos especificos para
rotavirus, pueden emplearse varios ensayos. Se pueden analizar distintos tipos de muestras y
puede emplearse ELISA, ensayos de microneutralizacion en cultivo celular, ELISPOT, Western blot,
y también pueden determinarse los distintos isotipos de inmunoglobulinas. Como antigeno en
algunos de estos ensayos pueden emplearse proteinas de rotavirus purificadas, particulas de
rotavirus concentradas y purificadas o lisados celulares. En la Figura 16 se muestra la especificidad
de los anticuerpos que se inducen luego de la infeccion natural con rotavirus murino en muestras

de suero y materia fecal recolectadas a distintos tiempos.
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Figura 15. Curva de excrecion de rotavirus en materia fecal.

El grafico muestra el promedio de antigeno excretado por ratones no inmunizados durante los siete dias
posteriores al desafio con una cepa murina de rotavirus. Adaptado de Desselberger et al, 201164.
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Figura 16. Niveles de anticuerpos anti rotavirus en el raton adulto.

Los graficos muestran la respuesta inmune humoral en suero (izquierda) y materia fecal (derecha) contra distintas
proteinas estructurales en ratones adultos infectados con una cepa de rotavirus murina. Adaptado de Ishida et al,
1996108.

Respuestainmune inducida por infeccion o vacunacién en ratones adultos

A pesar de que los ratones no desarrollan enfermedad por rotavirus después de las dos
semanas de edad, si no han estado en contacto con rotavirus previamente permanecen
susceptibles a la infeccién durante el resto de su vida. Por lo tanto, en el modelo de ratén adulto, la
medida de inmunidad es la protecciéon contra la infeccion en lugar de la protecciéon contra la

enfermedad. Este modelo ha sido y continda siendo usado por numerosos investigadores para



estudiar los mecanismos de la inmunidad frente a rotavirus que se resumen en la Figura
17232.

En este modelo, la proteccion frente a un desafio oral con rotavirus murino no se correlaciona
con los titulos de anticuerpos neutralizantes sistémicos ni intestinales dirigidos contra el rotavirus
empleado150, 233. Sin embargo, se encontré una correlacion con los titulos de IgA rotavirus-
especificas a nivel sistémico y en materia fecal77, 150 asi como con titulos elevados de IgA
rotavirus-especifica en la superficie de la mucosa intestinall59. Mas tarde, el uso de ratones
deficientes en células B que no pueden producir anticuerpos demostré que la proteccién contra
rotavirus a largo plazo depende en gran medida de anticuerpos85, 149. Incluso luego de una
inmunizacién parenteral, la migracion de células presentadoras de antigeno desde tejidos linfoides
periféricos a tejidos asociados a intestino contribuiria a inducir respuestas de IgA en mucosas y
proteccion46. Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas de la capside interna VP2 y en
particular VP6, alcanzan titulos elevados34, 78, 108. Estos anticuerpos no son neutralizantes
in vitro, pero protegen probablemente por medio de la interaccién intracelular con  DLPs,
impidiendo la transcripcion o la maduracion (neutralizacion intracelular) 34,
51, 78 (Figura 18). A pesar de que la proteccién en este modelo se asocia tipicamente con IgA anti-
rotavirus, los ratones modificados genéticamente que no pueden producir IgA también estan
protegidos luego de una inmunizacion con rotavirus, probablemente debido a los titulos elevados
de IgG especifical69.

La resolucién de la excrecion de virus y la proteccion frente a infecciones subsecuentes
por rotavirus, también se ha asociado con células T CD8 rotavirus-especificas. En ratones
deficientes en células B, la deplecion de células CD8 impide la resolucion de la infeccion luego de
una inoculacioén oral con rotavirus85, 149. Por esto, las células T citotoxicas se consideran criticas
para la resolucion de la excrecion viral en ausencia de anticuerpos. Sin embargo, en ratones
inmunocompetentes, la deplecion de células CD8 solo retrasa la resolucién de la excrecion que
ocurre con la aparicién de anticuerpos. Por lo tanto, las células CD8 son los principales efectores
de la resolucion viral, pero la proteccién a largo plazo depende principalmente de la respuesta
humoral. Las células T CD4 también son esenciales para la resolucion completa de la excrecion de
rotavirus, seguramente debido a que son esenciales para el desarrollo de las células By la
produccién de anticuerpos rotavirus- especificos152.

En resumen, tanto las células B (en particular las que expresan el receptor de migracion
a intestino 04f7)237, como las células T CD8 y CD4 se identificaron como efectores de la
proteccion frente a un desafio con rotavirus. Sin embargo, la importancia relativa de cada tipo
parece depender del inmundgeno y de la via de inmunizacion. Los resultados obtenidos con el
modelo de raton adulto permiten obtener algo de informacion sobre los posibles mecanismos de
proteccion en humanos. Pero como con cualquier modelo animal, su aplicabilidad a la enfermedad
en humanos no se conoce hasta que cualquier posible vacuna se ensaye en humanos. Aun asi, los
resultados obtenidos a través de modelos animales proveen herramientas para el desarrollo

racional de futuras vacunas contra rotavirus231.
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Figura 17. Inmunidad inducida por rotavirus.

Se resumen los principales eventos durante la respuesta inmune inducida por una infeccién por rotavirus. Los
antigenos de rotavirus incorporados por células presentadoras de antigeno localizadas en sitios inductores (como
las placas de Peyer) son presentados a células T CD4 y CD8. Estas células migran a través del sistema linfatico e
ingresan a la circulacion, distribuyéndose principalmente en la mis ma mucosa de origen donde se diferencian a
células efectoras o de memoria. También se producen citoquinas localmente que afectan la migracion y la

diferenciacion celular.
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Figura 18. Mecanismos de accion de la IgA secretora.

Luego de ser producida por las células plasméaticas en la lamina propia, la IgA dimérica unida al componente
secretor es transportada a través de los enterocitos y liberada en el lumen intestinal como IgA secretora (s IgA)
donde actlia por exclusiéon inmune uniéndose a rotavirus. Otro mecanismo es la neutralizacion intracelular, por la
que la IgA se une a antigenos virales mientras es transportada a través de los enterocitos. Adaptado de Strugnell et
al, 2010215.

Objetivo general

Poner a punto el modelo de raton adulto de infeccién por rotavirus.
Objetivos particulares

-Producir stocks de cepas de rotavirus.

-Producir anticuerpos policlonales de ratén especificos para rotavirus.

-Poner a punto ensayos de ELISA y Western blot para deteccion de anticuerpos especificos para
rotavirus.

-Poner a punto el protocolo de desafio de ratones con rotavirus murino wild type y la determinacién
del porcentaje de proteccion.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



-Inmunizar ratones con inmundégenos control que inducen proteccidn total o parcial frente al desafio
con rotavirus.

Materiales y métodos

Produccién de stocks de cepas de rotavirus. Se produjeron stocks de las cepas de rotavirus del
grupo A: RRV (G3-P[3]-12, origen: simio), Wa (G1-P[8]-I1, origen: humano), EC adaptada a cultivo
(ECcc) (G16-P[16]-17, origen: murino) y EC wild type (ECwt) (G16- P[16]-17, origen: murino). Las
cepas RRV y Wa fueron cedidas gentilmente por el CDC (Centers for Disease Control, Atlanta, GA,
Estados Unidos) y las cepas ECcc y ECwt fueron cedidas gentilmente por el Dr. Harry Greenberg
(Stanford University School of Medicine, Stanford, CA, Estados Unidos).

Las cepas RRV, Wa y ECcc se propagaron en células epiteliales de rifion de mono MA104
mantenidas en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 100 unidades/ml| de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de anfotericina B. Las células confluentes
crecidas en frascos de 75 0 150 cm2 se lavaron dos veces con PBS y se incubaron al menos una
hora a 37 °C con medio DMEM sin suero para remover el suero residual en la monocapa. El virus
fue activado incubandolo 30 minutos a 37 °C con 20 pyg/ml de tripsina. Se descarté el medio del
frasco y se agregd el virus diluido (MOI entre 0,1-10) en 2 ml o 5 ml de DMEM sin suero,
permitiendo que el virus se adsorba durante 1 hora a 37 °C. Luego de ese periodo se agreg0
DMEM sin suero con 2 ug/ml de tripsina hasta un volumen final de 10 ml o 25 ml segun
corresponda. Las células se incubaron a 37 °C hasta que se observé entre 85 - 90 % de efecto
citopatico (principalmente lisis celular). Los frascos se congelaron y descongelaron dos veces y el
virus se clarifico por centrifugacion a 8.000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se alicuoté y
almacend a -80 °C hasta su uso.

La cepa ECwt fue propagada en ratones Balb/c. El virus fue administrado por via oral
empleando una sonda gastrica en 100 yl de volumen final previa neutralizacién de la acidez
estomacal con 100 pl de bicarbonato de sodio 4 %. Tres dias después, los ratones fueron
sacrificados y se les extrajo el intestino. Los intestinos fueron congelados y descongelados,
homogeneizados con arena estéril en un mortero y diluidos 10 % p/v en HBSS. La suspension se
clarificé por centrifugacion a 2.000 g durante 25 minutos a 4 °C, se alicuot6 y se almacend a -80 °C
hasta su uso43.

Titulacién de rotavirus por TCID50. La dosis infectiva de los stocks de las cepas RRV y Wa se
determind calculando la tissue culture infective dose 50 % (TCID50). Este titulo se determind
realizando diluciones seriadas en base 10 del stock viral e infectando grupos de wells (n=8) en
placas para cultivo celular de 96 wells con monocapas de células MA104 confluentes. La infeccion
en cada well individual se evalu6 de acuerdo a la presencia o ausencia de efecto citopético (lisis
celular) luego de tres dias de incubacion. Se determiné el nimero de wells infectados y no
infectados para cada dilucion y se calcul6 la TCID50/ml del stock empleando la formula de Reed-
Muench189.

Titulacién de rotavirus por focos fluorescentes. Debido a que la cepa ECcc no produce un

efecto citopatico notorio que permita la titulacion por TCID50, se empled la titulacion por formacién
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de focos fluorescentes. Este titulo se determiné realizando diluciones seriadas en base 10 del stock
viral e infectando grupos de wells (n=3) en placas para cultivo celular de 96 wells con monocapas
de células MA104 confluentes. Luego de una incubacion de 16 horas, las células fueron fijadas con
formol 10 % durante 30 minutos a temperatura ambiente e incubadas con una dilucion 1/300 de
anticuerpos de conejo anti-rotavirus marcados con fluoresceina en PBS con 0,002 % de azul de
Evans. Luego de 1 hora de incubacion a 37 °C, las células se lavaron tres veces con PBS y se
observaron en un microscopio de fluorescencia para contar el nimero de focos fluorescentes por
well que permita calcular el titulo en focos fluorescentes por unidad de volumen (FFU/mI).

Titulacion de rotavirus por SD50. La infectividad del stock de la cepa ECwt se determiné
calculando la shedding dose 50 % (SD50). Este titulo se determiné realizando diluciones seriadas
en base 10 del stock viral y administrandolas por via oral a distintos grupos de ratones (n=5). La
infeccion en cada raton individual se evalué de acuerdo a la presencia o ausencia de antigenos de
rotavirus en muestras de materia fecal colectadas durante una semana por ELISA. Se determind el
ndamero de animales infectados y no infectados para cada dilucion y se calcul6 la SD50/ml del stock
wild type empleando la formula de Reed-Muench43, 189.

Concentracion y purificacion de rotavirus. El virus clarificado fue concentrado a través de 1 ml
de colchén de sacarosa 40 % en buffer TNC (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 5 mM) y 32 ml de
virus clarificado en tubos Ultra Clear open top (25 x 89 mm) (Beckman Coulter, Brea, CA, Estados
Unidos). Se centrifugd durante 2 horas a 100.000 g en el rotor swinging-bucket SW28 (Beckman
Coulter, Brea, CA, Estados Unidos). Se descarté el sobrenadante, el pellet de cada tubo se
resuspendio en buffer TNC y se los combind para obtener la preparacién de rotavirus concentrado.

Para la purificacion se prepar6 una solucién de cloruro de cesio en buffer TNC de densidad 1,36
g/ml (correspondiente a un indice de refraccion de 1,3683). Se emplearon tubos Ultra Clear open
top (14 x 95 mm), donde se agregaron 12 ml de solucién de cloruro de cesio y 1 ml de virus
concentrado. Se centrifugé durante 16 horas a 80.000 g en el rotor swinging- bucket SW40 Ti
(Beckman Coulter, Brea, CA, Estados Unidos). Las bandas correspondientes a las particulas de
rotavirus completas se recolectaron por puncion lateral de los tubos con una aguja 25 G. Para
remover el cloruro de cesio, el virus concentrado se ultrafiltré en tubos Amicon Ultra-15 100K
(Millipore, Billerica, MA, Estados Unidos), lavando dos veces con buffer TNC por centrifugacion a
4.000 g durante 10 minutos vy resuspendiendo en el mismo buffer. La concentracién de virus
purificado se calcul6 multiplicando la densidad optica a 260 nm por 185 ug/mi43. Se analizd la
composicion proteica de la preparacion de rotavirus concentrado y purificado por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

ELISA para deteccion de antigenos de rotavirus. Se empled un ELISA desarrollado en el
Laboratorio de Inmunologia y Virologia, UNQ10 para la deteccion de las muestras positivas para
rotavirus del grupo A. El método consiste en un ELISA de captura que emplea anticuerpos
policlonales de cabra anti-rotavirus. Se sensibilizaron placas de 96 wells con una dilucion 1/250 de
IgG purificada de cabra anti-rotavirus en buffer carbonato pH 9,6 incubando 1 hora a temperatura

ambiente. Luego de cada una de las incubaciones, la placa se lavé tres veces con PBS-T (PBS,
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Tween-20 0,2 %). Las muestras a analizar se diluyeron en PBS-TC (PBS-T, caseina 1 %), se
depositaron en los wells y se incubaron 1 hora a 37 °C u overnight a 4 °C. Luego del lavado se
incub6 con una diluciéon 1/1.000 de IgG purificada anti-rotavirus biotinilada en PBS-TC durante 1
hora a 37 °C, se lavé y se incubd 30 minutos con una dilucién 1/4.000 de estreptavidina conjugada
con peroxidasa (USBiologicals, Swampscott, MA, Estados Unidos) en PBS-TC.

Finalmente, y luego de un ultimo lavado, las placas se revelaron con orto- fenilendiamina 1
mg/ml (OPD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) y peroxido de hidrégeno (0,03 % v/v)
en buffer citrato, pH 5,0. Luego de 15 minutos de desarrollo de color la reaccion se frend con acido
sulfarico 1 N y se determind la densidad 6ptica a 490 nm (DO490) en un lector de microplacas Asys
UVM 340 (Biochrom US, Holliston, MA, Estados Unidos), considerandose positivas aquellas
muestras con DO490 mayor a 0,210.

Produccién de anticuerpos policlonales de raton anti rotavirus. Se inmunizaron 5 ratones Balb/c
de entre 6 y 8 semanas de edad con 50 ug de RRV concentrado y purificado en un volumen final de
100 pl por via subcutanea en los dias 0, 21 y 42. La primer dosis se administré en combinacion con
adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) (50 ul por dosis) y
las dos siguientes en combinacion con adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos) (50 ul por dosis). Durante el protocolo de inmunizacion se tomaron muestras
de sangre realizando un pequefio corte en el extremo de la cola de los ratones. El dia 56 se sangré
a los ratones por puncion cardiaca bajo anestesia total con xilacina/ketamina. A partir de las
distintas muestras de sangre, se obtuvo el suero por centrifugacion a 5.000 g durante 10 minutos,
se alicuoté y almacené a -20 °C49.

Puesta a punto de ELISA para deteccién de IgG anti rotavirus. Se emple6 un formato de ELISA
directo que consistio en sensibilizar los wells de una placa de 96 wells con RRV concentrado (se
ensayaron diluciones entre 1/50 y 1/500) en buffer carbonato pH 9,6, incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego de cada incubacion, la placa se lavé con PBS-T y todas las diluciones
subsiguientes de anticuerpos o muestras se realizaron en PBS-TC, incubando 1 hora a 37 °C.
Como control positivo durante la optimizacion del ELISA se emplearon los sueros obtenidos
durante el protocolo de obtencién del suero policlonal de ratén anti-RRV (incluyendo sueros
preinmunes y el suero hiperinmune obtenido finalmente). Las IgG unidas al antigeno se detectaron
con anticuerpos anti IgG de raton conjugados con peroxidasa (HRP). Se ensayaron diluciones
entre 1/2.000 y 1/20.000 de anticuerpos de cabra anti-IlgG de ratdon conjugados con peroxidasa
(Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) y diluciones entre 1/500 y 1/4.000 de anticuerpos de conejo
anti-lgG de raton conjugados con peroxidasa (USBiologicals, Swampscott, MA, Estados Unidos).

Finalmente, las placas se revelaron con orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD) (Sigma- Aldrich, St.
Louis, MO, Estados Unidos) y peroxido de hidrégeno (0,03 % v/v) en buffer citrato, pH 5,0. Luego
de 15 minutos de desarrollo de color la reaccién se frend con acido sulfdrico 1 N y se determino la
densidad o6ptica a 490 nm (DO490) en un lector de microplacas Asys UVM 340 (Biochrom US,
Holliston, MA, Estados Unidos). Una vez determinadas las diluciones Optimas para cada uno de los

reactivos, se ensayaron 50 sueros normales de raton (sin anticuerpos anti-rotavirus) para
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determinar el valor de corte del ELISA como la media de la densidad Gptica mas tres desviaciones
estandar.

Puesta a punto de ELISA para deteccion de IgA anti rotavirus. Se emple6 un formato de ELISA
de captura que consisti6 en sensibilizar una placa de 96 wells con anticuerpos anti IgA de
raton. Se ensayaron diluciones entre 1/50 y 1/200 de anticuerpos de cabra anti IgA de raton
(Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) o anticuerpos de conejo anti IgA de ratén (USBiologicals,
Swampscott, MA, Estados Unidos) en buffer carbonato pH 9,6, incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego de cada incubacion, la placa se lavé con PBS-T y todas las diluciones
subsiguientes de anticuerpos o muestras se realizaron en PBS-TC. Como control positivo durante
la optimizacion del ELISA se emplearon diluciones 1/5 de muestras de materia fecal de raton
recolectadas al dia 10 post infeccién con la cepa ECwt. El siguiente paso consistié en agregar a la
placa diluciones entre 1/50 y 1/500 de RRV concentrado e incubar overnight a 4 °C. La deteccion
de rotavirus unido a IgA capturada prosiguié como se indicé en el ELISA para la deteccién de
antigenos de rotavirus. Se incub6 con una dilucion 1/1.000 de IgG purificada anti-rotavirus
biotinilada durante 1 hora a 37 °C, y posteriormente se incubd 30 minutos con una dilucion 1/4.000
de estreptavidina conjugada con peroxidasa (USBiologicals, Swampscott, MA, Estados Unidos).

Finalmente, las placas se revelaron con orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, Estados Unidos) y peroxido de hidrégeno (0,03 % v/v) en buffer citrato, pH 5,0. Luego
de 15 minutos de desarrollo de color la reaccién se frend con acido sulfurico 1 N y se determino la
densidad o6ptica a 490 nm (DO490) en un lector de microplacas Asys UVM 340 (Biochrom US,
Holliston, MA, Estados Unidos). Una vez determinadas las diluciones Optimas para cada uno de los
reactivos, se ensayaron 50 muestras de materia fecal normal de ratdn (sin anticuerpos anti-
rotavirus) para determinar el valor de corte del ELISA como la densidad 6ptica media mas tres
desviaciones estandar.

Electroforesis en geles de poliacrilamida. La electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se llevd a cabo segun el método descripto por
Laemmli1l16 utilizando el sistema de geles discontinuos y empleando el equipo Mini- PROTEAN
Tetra Cell (BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos). El gel de separacién se prepardé con una
concentracion de acrilamida 12 % (acrilamida/bisacrilamida) y el gel de apilamiento se prepar6 con
una concentracion de acrilamida 4 %. Las muestras a separar se preincubaron con buffer de
siembra (Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8; SDS 2 %,; glicerol 10 %; B- mercaptoetanol 5 % y azul de
bromofenol 0,2 %) durante 5 minutos a 100 °C. Como marcador de peso molecular se sembraron
3 ul de PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Lafayette, CO, Estados Unidos).
Una vez realizada la siembra, la separacion electroforética se llevé a cabo en buffer de corrida (Tris
base 0,3 %, glicina 1,4 % y SDS 0,1 %) y aplicando un voltaje constante de 100 V. Terminada la
corrida, las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de PVDF o se tifieron con Coomasie
brilliant blue R-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) 0,1 % en etanol: &cido acético :

agua 4:1:5. Como solucién decolorante se empleé etanol : 4cido acético : agua 4:1:5.
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Transferencia a membranas de PVDF. La electrotransferencia se realiz6 sobre membranas
de PVDF Hybond P+ (GE Healthcare Biosciences, Pittsburg, PA, Estados Unidos) en buffer de
transferencia (Tris base 0,3 %, glicina 1,4 % y metanol 20 %) y se llevé a cabo durante 30 minutos
a 250 mA seguidos de 30 minutos a 350 mA. Luego de la transferencia la membrana se lavé con
PBS-T y se bloque6 en PBS-TC con agitacion durante 1 hora a 37 °C u overnight a 4 °C.

Puesta a punto de Western blot para deteccién de IgG anti rotavirus. Para la evaluacion de IgG
anti rotavirus en muestras individuales de ratén, las membranas conteniendo las proteinas del virus
se cortaron en tiras correspondientes a calles individuales. Como control positivo se ensayaron
diluciones entre 1/50 y 1/300 de sueros de raton anti-rotavirus (obtenidos al dia 10 luego de la
infeccion con ECwt) y diluciones entre 1/500 y 1/3.000 del suero policlonal de ratén anti RRV. Estas
muestras se diluyeron en PBS-TC y se incubaron con las membranas durante 1 hora a 37 °C con
agitacion. Se realizaron tres lavados con PBS-T y se ensayaron diluciones entre 1/500 y 1/2.000 de
anticuerpos de cabra anti IgG de ratdén (Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos). A continuacion se
realizaron dos lavados con PBS-T y un lavado con PBS.

El revelado se llevd a cabo por incubacion con el reactivo quimioluminiscente Biolumina (PB-L,
Bernal, Argentina) segun las indicaciones provistas por el fabricante y colocando luego una placa
radiogréfica sobre la membrana, que a continuacion fue revelada y fijada. La comparacion de la
intensidad de las bandas obtenidas se llevd a cabo por densitometria, empleando el programa
ImageJ188.

Puesta a punto de Western blot para deteccion de IgA anti rotavirus. Para la evaluacion de IgA
anti rotavirus en muestras individuales de ratdn, las membranas conteniendo las proteinas del virus
se cortaron en tiras correspondientes a calles individuales. Como control positivo se ensayaron
diluciones entre 1/10 y 1/100 de materia fecal de ratén y diluciones entre 1/50 y 1/500 de sueros de
raton (ambas muestras obtenidas al dia 10 luego de la infecciébn con ECwt). Estas muestras se
diluyeron en PBS-TC y se incubaron con las membranas durante 1 hora a 37 °C. Se realizaron tres
lavados con PBS-T y se ensayaron diluciones entre 1/100 y 1/500 de anticuerpos de cabra anti IgA
de ratén (Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos), incubando durante 1 hora a 37 °C. Luego de tres
lavados adicionales, se incubd con anticuerpos anti inmunoglobulinas de cabra conjugados con
peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos) diluidos 1/7.500 en PBS-TC
durante 1 hora a 37 °C.

El revelado se llevd a cabo por incubacion con el reactivo quimioluminiscente Biolumina (PB-L,
Bernal, Argentina) segun las indicaciones provistas por el fabricante y colocando luego una placa
radiogréfica sobre la membrana, que a continuacion fue revelada y fijada. La comparaciéon de la
intensidad de las bandas obtenidas se llevd a cabo por densitometria, empleando el programa
ImageJ188.

Puesta a punto del modelo murino de infeccion con rotavirus. Con el objetivo de determinar las
condiciones optimas de desafio y de deteccién de virus excretado, se inocularon grupos de
5 ratones por via intragastrica con distintas dosis de ECwt y se emplearon distintas diluciones

de las muestras de materia fecal recolectadas para la deteccion del virus por ELISA. En base a lo
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reportado previamente sobre el modelo, se emplearon dosis de desafio entre 104 y 105 SD5043
en 100 pl de volumen final, previa neutralizacion de la acidez estomacal con 100 ul de bicarbonato
de sodio 4 %. Se recolectaron muestras de heces durante 8 dias post-desafio (dpd) y diluciones de
las mismas (entre 1/50 y 1/100) se ensayaron por ELISA para deteccion de antigeno de rotavirus.
Para calcular el &rea bajo la curva (AUC) de excrecion de antigeno para cada raton (que es
proporcional a la excrecion total para cada ratdn), se graficaron en el eje vertical los valores de
DO490 obtenidos por ELISA y en el eje horizontal los dias post-desafio.

Para describir y registrar las curvas tipicas de produccion de anticuerpos especificos de tipo IgG
e IgA séricos y fecales luego de la infeccion con la dosis de desafio, se inoculé un grupo de 5
ratones Balb/c con ECwt por via intragastrica, se tomaron muestras de suero y materia fecal a los
10, 20 y 30 dias, y se determinaron los distintos niveles de anticuerpos por ELISA. Las muestras de
sangre obtenidas por corte del extremo de la cola del raton se centrifugaron a 5.000 g durante 10
minutos, y los sueros obtenidos se almacenaron a -20 °C. Las muestras de materia fecal se
diluyeron al 10 % p/v en PBS adicionado con Tween 0,05 % e inhibidor de proteasas Protease
Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), se vortexearon hasta obtener
una suspension homogénea, se centrifugaron 10 minutos a 8.000 g, se recuper6 el
sobrenadante y se almacenaron a -80 °C.

Inmunizacion de ratones con inmundgenos control que inducen proteccién total o parcial frente
al desafio con rotavirus. La capacidad del modelo de detectar proteccién frente al desafio fue
evaluada administrando los inmundgenos control previamente descriptos: rotavirus inactivado por
calorlll (como la cepa Wa) o atenuado47 (como la cepa ECcc) (proteccion parcial) o la misma
cepa ECwt (proteccion total post-infeccidn).

Se inmunizaron grupos de 5 de ratones por via intramuscular (en ambas patas traseras con un
volumen total no mayor a 100 pl) en los dias 0 y 21 con: a) 1,5 x 105 FFU de ECcc47, b) 20 ug de
iWa (rotavirus cepa Wa inactivado por calor durante 2 horas a 60 °C111) o c) PBS. Se incluy6 un
grupo adicional de 5 ratones que fue inoculado el dia O con la dosis de desafio de ECwt (estos
animales permanecieron aislados del resto de los ratones inmunizados hasta el momento de
desafio). Durante el protocolo de inmunizacion se tomaron muestras de suero y materia fecal
individuales los dias 0, 21 y 42. El dia 42 todos los ratones fueron desafiados con ECwt y se
tomaron muestras de materia fecal individuales durante los 7 dias siguientes.

Se determind el perfil de anticuerpos especificos para rotavirus en suero y materia fecal previo
al desafio y se calcularon las AUC para cada ratén en cada grupo. De esta manera, se determing el
porcentaje de proteccion para cada raton individual frente al desafio en relacion al AUC media de
los ratones control inoculados con PBS. Para comparar las medias entre los grupos se empled la
prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis y el método de Dunn como contraste a

posteriori.

Resultados y discusion

Produccién y titulacién de stocks de cepas de rotavirus

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Se produjeron, alicuotaron y almacenaron stocks de las siguientes cepas de rotavirus: Wa
(titulo: 4,64 x 106 TCID50/ml), RRYV (titulo: 5,01 x 108 TCID50/ml), ECcc (titulo: 2,5 x 106 FFU/mI)
y ECwt (titulo: 1,48 x 106 SD50/ml). Los titulos indicados para Wa y RRV corresponden a
sobrenadantes de cultivo y el titulo indicado para ECwt se obtuvo por inoculacion por via oral
de grupos de ratones. Debido a que la cepa ECcc no alcanza titulos elevados en sobrenadantes de
cultivo, el titulo que se indica es el correspondiente a rotavirus ECcc concentrado. La Figura 19
resume el destino de cada una de las cepas propagadas durante el desarrollo de esta tesis.
Dependiendo de los requerimientos de la técnica (en cuanto a la cantidad y concentracion de
rotavirus necesaria, asi como al grado de pureza) se emplearon los stocks mencionados,
preparaciones de rotavirus concentrado o preparaciones de rotavirus purificado, segun se indicara
en la descripcién de los distintos experimentos.

ROTAVIRUS

cepas stock

Propagacion

Concentracion

Titulacién oy o
Purificacion

Almacenamiento

rotavirus RRV m rotavirus ECwt rotavirus ECcc

Antigeno para Antigeno para Antigeno para Inmunégeno control
inmunoensayos inmunoensayos desafios (proteccion parcial)
ELISA ELISA Inmunégeno control
(proteccion total)
Western blot Western blot

2 > Antigeno para
Antigeno para Inmunégeno control prod%qciéfl.de
produccion de (proteccion parcial) anticuerpos

anticuerpos

Policlonales
Monoclonales

" SN\ N\ AN\ .

Policlonales para
puesta a punto de
inmunoensayos

Figura 19. Diagrama de aplicaciones de las cepas de rotavirus empleadas.

En el panel superior se indican los pasos generales que permitieron obtener los stocks de las cepas de rotavirus
empleadas. Algunas de las cepas fueron concentradas y purificadas. En el panel inferior se indican los distintos
grupos de experimentos en los que se emple6 cada cepa.
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Concentracién y purificacion de RRV

Para la obtencion de una preparacion de rotavirus RRV concentrado y purificado, se partié de
flasks de 175 cm2 infectados con esta cepa. Se clarificé el sobrenadante, se concentr6 el
virus a través de un colchén de sacarosa por ultracentrifugacién y se sometié a purificacion
empleando un gradiente de cloruro de cesio. Este método permite que las particulas de
rotavirus se separen de los componentes celulares remanentes en la preparacion concentrada.
Luego de la formacion del gradiente de densidad por ultracentrifugacion, se observaron dos
bandas, localizadas aproximadamente en la mitad del tubo, correspondientes a fracciones
enriquecidas en particulas completas (TLP) (densidad: 1,34 g/ml) y particulas de doble capa (DLP)
(densidad: 1,36 g/ml)190. Estas bandas se observaron muy préximas entre si y la correspondiente
a TLP fue de mayor intensidad que la correspondiente a DLP. Por encima de estas bandas pero
claramente separada de las mismas, se localiz6 una banda difusa conteniendo proteinas virales o
celulares (1,26 g/ml)190. La Figura 20 muestra la deteccién de antigenos de rotavirus por ELISA
en las distintas fracciones del gradiente de densidad generado. Las bandas de particulas
completas de rotavirus se recolectaron por puncién lateral de los tubos con una aguja, se
combinaron las provenientes de distintos tubos y se lavaron con buffer TNC por ultrafiltracion. En la
Figura 20 puede observarse el pico correspondiente a las particulas completas que fueron
recolectadas (fraccion 6). Estas particulas también se analizaron por SDS-PAGE. En la Figura 21
pueden observarse las proteinas virales de una preparacion de RRV concentrado y purificado. La

concentracién de virus purificado obtenida fue 240,5 pug/ml.

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
fracciones

Figura 20. Perfil de purificacion de RRV en gradiente de cloruro de cesio.
Se indica la densidad 6ptica obtenida por ELISA para deteccién de rotavirus en diluciones 1/100 de fracciones

recolectadas desde arriba hacia abajo de un gradiente de densidad de cloruro de cesio. Los numeros de fraccion
corresponden a los ml recolectados.
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Figura 21. Andlisis por SDS-PAGE de las preparaciones de RRV concentrado y purificado.

La preparacion de RRV concentrado se muestra en la calle 1 y la preparacién de RRV purificado se muestra en la
calle 2. En la calle 3 se sembré un marcador de peso molecular y los valores para cada una de las bandas se
indican a la derecha de la figura. A la izquierda de la figura se indica la identidad y el peso molecular de cada una de
las proteinas de rotavirus.

Produccién de anticuerpos policlonales

Para la obtencién de un suero policlonal anti-rotavirus, se inmunizaron ratones Balb/c con RRV
purificado administrando tres dosis en los dias 0, 21 y 42 y realizando el sangrado final en el dia 56
para obtener el suero hiperinmune. La Figura 22 resume el cronograma de inmunizacién y de toma
de muestras de sangre (Figura 23). El sangrado final de los ratones resulté en la obtencién de un

suero policlonal anti rotavirus RRV de titulo 1/220.000.

1+ 00sis

~

S ]
SN 4

3° DOSIS Sangrado
final

RRV s.c. RRV s.c. RRV s.c.

+ + + Obtencidn del
adyuvante adyuvante adyuvante suero policlonal
completo incompleto incompleto anti-RRV

Dia 0 Dia 21 Dia 42 Dia 56
L 1 ] 1 1 1 [ ]
1 | | | | || 1
muestra muestra muestra
suero suero suero

Figura 22. Cronograma de inmunizacion con RRV purificado.

Se indican los dias 0, 21 y 42 en que se inmuniz6 a los ratones con RRYV purificado (en combinacién con adyuvante)
por via subcutanea y los dias en que se tomaron muestras de sangre para obtener el suero, asi como el dia 56
cuando se realizé el sangrado final por puncién cardiaca. s.c.: subcutaneo
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Figura 23. IgG anti-rotavirus en sueros de ratones inmunizados con RRV purificado.

El grafico muestra el titulo de anticuerpos anti RRV determinado por ELISA para las muestras de suero colectadas
en los dias indicados en la Figura 22. Se realizaron pooles de los sueros de los distintos ratones inmunizados.

ELISA para deteccién de IgG anti rotavirus

La puesta a punto del ELISA para deteccion de IgG anti rotavirus resulté en un protocolo optimizado
gque permitié obtener las menores DO490 para muestras negativas, pero manteniendo una maxima
sensibilidad. El mismo se resume a continuacion.

» Antigeno: Sensibilizacion de la placa con RRV concentrado 1/100 en buffer carbonato
durante 1 hora a temperatura ambiente.

* Tres lavados con PBS-T.

Muestra: Agregado de la muestra diluida en PBS-TC e incubacion durante 1 hora a 37 °C.

Tres lavados con PBS-T.

 Anticuerpo conjugado: Anticuerpos de cabra anti-lgG de raton conjugados con peroxidasa
(Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) diluidos 1/3.000 en PBS-TC e incubacién durante 1 hora a
37°C.

» Tres lavados con PBS-T.
» Revelado con OPD y peréxido de hidrégeno en buffer citrato.
» Frenado con acido sulfurico y medicion de DO490.

Empleando este protocolo se ensayaron 50 sueros negativos para IgG anti rotavirus
(preinmunes) y se determiné el valor de corte del ELISA como DO490=0,11. Como control positivo
se incluy6 en todos los ensayos una dilucién 1/40.000 (almacenada en alicuotas a -20 °C) del suero

policlonal anti rotavirus (DO490=1), cuya titulacion se muestra en la Figura 24.

ELISA para deteccién de IgA anti rotavirus

La puesta a punto del ELISA para deteccion de IgA anti rotavirus resulté en un protocolo

optimizado que permiti6 obtener las menores DO490 para muestras negativas, manteniendo la
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sensibilidad para detectar diluciones seriadas de muestras positivas. EI mismo se resume a
continuacion.

» Anticuerpo de captura: Sensibilizacion de la placa con anticuerpos de cabra anti IgA de ratdn
(Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) 1/50 en buffer carbonato.

» Muestra: Agregado de la muestra diluida en PBS-TC e incubacién durante 1 hora a 37 °C.

Tres lavados con PBS-T.

» Antigeno: Agregado de RRV concentrado 1/100 en PBS-TC e incubacion overnight a 4 °C.

Tres lavados con PBS-T.

» Anticuerpo: Anticuerpos de cabra anti-rotavirus conjugados con biotina 1/1.000 en PBS-TC
durante 1 hora a 37 °C.

* Tres lavados con PBS-T.

» Estreptavidina conjugada: Agregado de estreptavidina conjugada con peroxidasa (USBiologicals,
Swampscott, MA, Estados Unidos) 1/4.000 en PBS-TC e incubacion durante 30 minutos a 37 °C.

 Tres lavados con PBS-T.
» Revelado con OPD vy peréxido de hidrégeno en buffer citrato.
» Frenado con acido sulfurico y medicion de DO490.

Empleando este protocolo se ensayaron 50 sueros negativos para IgA anti rotavirus
(preinmunes) y se determiné el valor de corte del ELISA como DO490=0,15. Como control positivo
se incluyé en todos los ensayos una dilucion 1/1.500 (almacenada en alicuotas a -20°C) de
materia fecal de ratones desafiados con ECwt conteniendo IgA anti rotavirus (DO490=1),

cuya titulacion se muestra en la Figura 24.

Western blot para deteccion de IgG anti rotavirus

La optimizacion del ensayo de Western blot para la deteccion de IgG anti rotavirus permitio
diferenciar a las muestras positivas de aquellas negativas manteniendo la sensibilidad. El
mismo se resume a continuacion.

» Antigeno: Se separaron por SDS-PAGE las proteinas de rotavirus RRV concentrado y se
transfirieron a una membrana de PVDF. Se bloqueé la membrana con PBS-TC durante 1 hora a 37
°C y se cortaron las calles individuales.

» Muestra: Se incubd con muestras diluidas en PBS-TC durante 1 hora a 37 °C.
» Tres lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

» Anticuerpo: Anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con peroxidasa (Pierce, Rockford,
IL, Estados Unidos) diluidos 1/2.000 en PBS-TC e incubacién durante 1 hora a 37°C.

 Dos lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.
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» Un lavado con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.
» Revelado: Empleando un reactivo quimioluminiscente y exposicion a una placa radiogréfica.

En la Figura 25 se muestra la deteccion de IgG anti rotavirus por Western blot en el suero policlonal anti RRV.
Puede observarse que el suero reconoce las proteinas de la capside intermedia y el core: VP6 y VP2, asi como las
proteinas de la capside externa: VP7 y VP4 (clivada en VP5* y VP8%).

1gG anti rotavirus

DO 490 nm

e T L) T L} T ) 1
105.5 105.0 104.5 104.0 103.5 103.0 102.5 102.0
Factor de dilucion

IgA anti rotavirus

DO 490 nm
N

10‘5.5 10‘5.0 10‘4.5 10‘4.0 10‘3.5 10‘3.0 10‘2.5 10‘2.0
Factor de dilucion

Figura 24. Titulacién de anticuerpos anti-rotavirus por ELISA.

En el gréafico superior se muestra la titulacion del suero hiperinmune anti-RRV por ELISA para detectar IgG anti
rotavirus. En el gréafico inferior se muestra la titulacion de una muestra de materia fecal de un ratén infectado con EC
wt. En ambos gréaficos cada punto del grafico indica la media de duplicados de la misma muestra y su desviacion
estandar y la linea punteada marca el valor de corte.

Western blot para deteccion de IgA anti-rotavirus

La optimizacion del ensayo de Western blot para la deteccién de IgA anti rotavirus permitio
diferenciar a las muestras positivas de aquellas negativas manteniendo la sensibilidad. El

mismo se resume a continuacion.
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» Antigeno: Se separaron por SDS-PAGE las proteinas de rotavirus RRV concentrado y se
transfirieron a una membrana de PVDF. Se bloque6 la membrana con PBS-TC durante 1 hora a 37
°C y se cortaron las calles individuales.

» Muestra: Se incubd con muestras diluidas en PBS-TC durante 1 hora a 37 °C.
» Tres lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

* Anticuerpo primario: Anticuerpos de cabra anti-IlgA de raton (Pierce, Rockford, IL, Estados
Unidos) diluidos 1/200 en PBS-TC e incubacién durante 1 hora a 37°C.

» Tres lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

» Anticuerpo secundario: Anticuerpos anti inmunoglobulinas de cabra conjugados con peroxidasa
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos), diluidos 1/7.500 en PBS-TC durante 1
hora a 37 °C. Dos lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

» Un lavado con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.
» Revelado: Empleando un reactivo quimioluminiscente y exposicion a una placa radiogréfica.

En la Figura 25 se muestra la deteccion de IgA (en particular anti-VP6) por Western blot en muestras de suero y
materia fecal de ratones que fueron infectados con ECwt.

1gG anti RV IgA anti RV MWM
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VP2:102,4 kDa P - —— : ;20
— .' — 72

VP5*: ~60,0 kDa p - [ | o5
VP6:44,8kDa p - e e - - - — 3
e | - .
VP8*: ~28,0kDa P ' 2

suero materia fecal

Muestra: ‘suero hiperinmune ’ (ratén infectado) ‘ (ratén infectado)

Factor dilucién: | 50 ' 100 '|1000 | 50 | 100 @ 200 ’10 20 | 40

Figura 25. Analisis por Western blot de anticuerpos anti-rotavirus.

Se muestran las calles individuales ensayadas con distintas muestras. En el panel de la izquierda (primeras 3
calles) se muestran calles en las que se detectd IgG anti rotavirus (RV) y en el panel de la derecha (Ultimas 6 calles)
se muestran calles en las que se detect6 IgA anti rotavirus (RV). A la izquierda de la figura se indican los pesos
moleculares de las proteinas de rotavirus identificadas y a la derecha se indican los pesos moleculares de cada
banda del marcador de peso molecular (MWM). En la parte inferior de la figura se indica para cada calle el tipo y
dilucién de las muestras ensayadas.
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Modelo murino de infeccion por rotavirus

La puesta a punto del modelo murino de infeccién por rotavirus permitié determinar el
porcentaje de excrecién de rotavirus en los ratones inmunizados respecto de los ratones no
inmunizados. Por un lado el resultado fue un protocolo de desafio y procesamiento de las muestras
de materia fecal optimizados para obtener valores de DO490 ubicados dentro del rango de
sensibilidad del ELISA para la deteccidon de antigenos virales. Por otro lado, el modelo se ensay6
con inmundgenos control capaces de inducir proteccion parcial (porcentaje de excrecién menor al
100 % establecido para los ratones inmunizados con PBS) o proteccién total (ausencia de
excrecion).

En resumen, para cada desafio los ratones fueron inoculados por via intragéstrica con 104
SD50 de rotavirus ECwt en 100 ul de volumen final, previa neutralizacion de la acidez estomacal
con 100 pl de bicarbonato de sodio 4 %. A partir del dia de desafio se recolectaron diariamente
muestras individuales de materia fecal. Las muestras se diluyeron al 10 % y se ensayaron por
ELISA para detectar los antigenos de rotavirus en una dilucion 1/40 en PBS- TC. En la Figura 26 se
muestra como ejemplo una curva de excrecién de un grupo de 5 ratones no inmunizados,
desafiados el dia 0. Adicionalmente, se muestran los niveles de anticuerpos anti-rotavirus
detectados en suero y en materia fecal. Pudo observarse claramente que los niveles de anticuerpos

especificos aumentan al tiempo que disminuye la excrecion de rotavirus.

“ -/
£ 31 | —e— rotavirus
= ] —=- [gA en materia fecal
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g 2 —= |gG en suero
(a) —=— |gAen suero
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012345678 10 20 30
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Figura 26. Curvas de excrecién de rotavirus y anticuerpos especificos.

Se grafican el antigeno excretado y los anticuerpos especificos determinados por ELISA a lo largo de 30 dias
luego del desafio de un grupo de 5 ratones con rotavirus ECwi.

Con el objetivo de verificar que el modelo de infeccidn por rotavirus puesto a punto es capaz de
detectar la proteccion parcial inducida por dos inmundgenos ya descriptos por otros autores, asi
como verificar que luego de una infeccién con rotavirus los ratones presentan proteccion total frente
a una infeccion subsecuente, se inmunizaron grupos de ratones que luego fueron desafiados como
se mencion0 anteriormente.

Grupos de 5 ratones fueron inmunizados por via intramuscular en los dias 0 y 21 con a) 1,5 x

105 FFU de ECcc, b) 20 ug de iWa (rotavirus Wa inactivado o c) PBS. Se incluyé un grupo
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adicional de 5 ratones que fue inoculado por via oral el dia 0 con 104 SD50 de rotavirus ECwt (la
misma dosis empleada para el desafio). La Figura 27 resume las condiciones ensayadas y las

muestras recolectadas.
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Figura 27. Cronograma de inmunizacion con inmundgenos control.

El diagrama muestra el tratamiento recibido por cada uno de los cuatro grupos de ratones (parte superior) a lo largo
del cronograma de inmunizacién y desafio, asi como las muestras recolectadas individualmente (parte inferior). i.m.:
intramuscular, i. g.:intragastrico, MF; materia fecal.

La Figura 28 muestra los niveles de anticuerpos anti rotavirus detectados para los distintos
grupos de ratones. Puede observarse que los ratones inmunizados con ECcc, iWa o ECwt
presentaron niveles elevados de IgG anti rotavirus en suero y que éstos fueron detectables a
partir de la tercera semana (dia 21). Los titulos promedio de IgG anti rotavirus determinados al dia
42 fueron: 32.000 (grupo ECcc), 92.160 (grupo iWa), 204.800 (grupo ECwt) y <100 (grupo PBS). El
Unico grupo de ratones en el que se detectd IgA anti rotavirus en la materia fecal fue al que se
administré ECwt (titulo al dia 42: 25.600). No se detectd en ninguno de los casos IgA especifica en
el suero ni IgG especifica en la materia fecal.

La inoculacién de todos los grupos de ratones con ECwt al dia 42 permitié determinar el grado
de proteccién frente al desafio con rotavirus. En la Figura 29A, puede observarse la curva de
excrecion viral de los ratones control (grupo PBS) que permite la comparacién con las curvas
obtenidas para los grupos restantes. En la figura se evidencia que los ratones inmunizados con
ECcc o iWa excretaron menos virus que los ratones del grupo control, mientras que los ratones
inmunizados con ECwt no excretaron virus luego del desafio. Estos resultados se graficaron en la
Figura 29B como areas bajo la curva de excrecion (AUC). Los valores obtenidos para cada grupo
permitieron afirmar que la cantidad de virus excretado fue significativamente menor (p<0,05) en los

grupos ECcc, iWa y ECwt al comparar sus AUCs con el AUC del grupo control (PBS). Por otra
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parte, la Figura 29C representa estos resultados como porcentajes estableciendo el AUC promedio
del grupo control como el 100 % de excrecién viral. De esta manera, los ratones inmunizados con
ECcc y iWa resultaron parcialmente protegidos frente al desafio ya que excretaron un 48 % y un 44
% menos del virus excretado por el grupo control respectivamente. Mientras que los ratones
inmunizados con ECwt resultaron totalmente protegidos frente al desafio ya que no se detecto

excrecion del virus en la materia fecal.

IgG anti rotavirus en suero IgA anti rotavirus en materia fecal
4 4-
o & g1
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grupo: PBS ECcc iWa ECwt grupo: PBS ECcc iWa ECwt

Figura 28. Anticuerpos anti rotavirus en ratones inmunizados con inmunégenos control.

Los graficos muestran los niveles de anticuerpos especificos para rotavirus determinados por ELISA: IgG
en suero (izquierda) e IgA en materia fecal (derecha).

En el eje horizontal se indican los dias post inmunizaciéon (dpi) y el inmundégeno empleado para cada grupo de
ratones. Las barras representan la DO490 promedio para cada grupo y las barras de error representan la desviacion
estandar.
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Figura 29. Curvas de excrecion de rotavirus y AUC de los ratones inmunizados con inmundégenos control y
desafiados con rotavirus murino.

A. Curvas de excrecion de rotavirus en la materia fecal detectado por ELISA. B. Area bajo la curva de
excrecion promedio para cada grupo de ratones. C. Porcentaje del area bajo la curva promedio del grupo
control (PBS) para cada grupo de ratones, el valor promedio se indica bajo el nombre del grupo en el eje
horizontal. En todos los casos las barras de error representan la desviacién estandar. *: p<0,05.
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Conclusiones

La evaluacion de potenciales vacunas contra rotavirus siempre dependié del uso de modelos
animales que permitan obtener informacion sobre la inmunogenicidad y la eficacia protectora, antes
de evaluarlas en los costosos ensayos en humanos. El uso de estos modelos también ha sido
esencial para profundizar el estudio de la infeccidon por rotavirus, la patologia, la enfermedad y la
inmunidad, incluyendo los correlatos de proteccién. Esta informacién también contribuye al
desarrollo de vacunas. El modelo de animal pequefio mas empleado es el del raton adulto, el cual
es un modelo de infeccién ya que no hay desarrollo de enfermedad.

En esta segunda parte de la tesis, se llevd a cabo la puesta a punto del modelo de infeccion
por rotavirus en el raton adulto. Este proceso incluyé la amplificacién, concentraciéon y
purificacién de distintas cepas de rotavirus con distintos objetivos. Por un lado para disponer del
antigeno a emplear en los inmunoensayos y por otro lado para disponer de las cepas homologas
necesarias para el desafio de los ratones. La obtencién de particulas de rotavirus purificadas
obedece a varios propoésitos. En el marco de este trabajo, permitid la evaluacion de respuestas
inmunes humorales especificas, la obtencion de un suero hiperinmune de ratén que también
permitira detectar las proteinas de rotavirus expresadas en distintos sistemas heterélogos.
Adicionalmente, en el contexto de las tareas de continuacion, las preparaciones de particulas
purificadas también se podran emplear para la evaluacion de respuestas celulares especificas y la
produccién de anticuerpos monoclonales.

La determinacion de anticuerpos anti rotavirus requirio la puesta a punto de ensayos de ELISA 'y
Western blot para detectar IgG e IgA en distintos tipos de muestras.

Adicionalmente se establecieron las condiciones éptimas de desafio con la cepa murina
salvaje ECwt y los parametros de deteccion del virus excretado durante la semana posterior. De
esta manera se adquirieron las herramientas necesarias para evaluar la respuesta humoral
inducida por diferentes modelos de vacunas y determinar la eficacia protectora de las mismas.

El modelo fue puesto a prueba con inmundgenos control que incluyeron cepas atenuadas o
inactivadas de rotavirus, asi como la cepa salvaje ECwt. Por medio de estos ensayos se verificaron
los resultados de proteccidn esperados (parcial para ECcc e iWa o total para ECwt) y la capacidad

de los inmunoensayos de detectar la respuesta humoral especifica.
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PARTE IlI

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y DE LA PROTECCION INDUCIDA POR
VECTORES HERPETICOS QUE EXPRESA

ANTIGENOS DE ROTAVIRUS

Introduccion
Herpesvirus

Los herpesvirus se encuentran altamente diseminados en la naturaleza y se ha
detectado al menos un herpesvirus en la mayoria de las especies animales178. La palabra herpes
significa arrastrarse en latin, en referencia a la diseminacion de las lesiones visibles en la piel que
han sido documentadas desde tiempos antiguos. Los herpesvirus pertenecen a la familia
Herpesviridae. El virion consiste en un core que contiene el genoma de DNA doble cadena
(dsDNA), una cépside icosaédrica de aproximadamente 100-110 nm de diametro, el tegumento que
rodea a la capside, y una envoltura que posee glicoproteinas virales en su superficie (Figura 30).
Esta familia comprende mas de 130 miembros con un amplio rango de hospedador, desde

mamiferos y aves a anfibios y reptiles197.

DNA viral

Tegumento
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Figura 30. Estructura del virion de herpesvirus.

Los principales componentes estructurales del virion de HSV-1 son: el dsDNA viral empaquetado en una capside
icosaédrica, el tegumento con multiples proteinas virales y la envoltura lipidica que incluye las glicoproteinas virales.
A la izquierda se muestra un esquema del virion de HSV-1 (adaptado de ViralZone: www.expasy.org/viralzone,
Swiss Institute of Bioinformatics) y a la derecha se muestra una microscopia electrénica del mis mo (tincion
negativa, realizada por E. Schraner, University of Zurich).
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Los herpesvirus comparten cuatro caracteristicas bioldgicas178 : (1) Todos codifican una gran
cantidad de enzimas involucradas en el metabolismo de los &cidos nucléicos, la sintesis de DNA y
el procesamiento de proteinas, a pesar de que las enzimas en particular puedan variar de un
herpesvirus a otro. (2) La sintesis del DNA viral y el ensamblado de la cipside ocurre en el nicleo y
las capsides adquieren una envoltura temporal al atravesar la membrana nuclear. (3) La produccion
de la progenie viral esta acompafada por la destruccién de la célula infectada, seguida de una
diseminacion limitada a células vecinas, en general sin comprometer la vida del hospedador. (4)
Los herpesvirus tienen la capacidad de permanecer latentes en sus hospedadores naturales
alojandose en distintos tipos celulares especificos ya que muchos herpesvirus contienen los genes
especificos necesarios para el establecimiento de la latencia. En el estado latente, el genoma viral
se encuentra en forma episomal y se replica junto con el DNA del hospedador. Durante este
estado, se expresa un pequefio subgrupo de genes virales y no hay produccién de virus infeccioso.
Los genomas latentes retienen la capacidad de replicarse y causar enfermedad al reactivarse, lo
cual es desencadenado por el ambiente celular. AlGn no se comprenden completamente los
mecanismos precisos que conducen a la reactivacion a partir del estado latente.

Los miembros de la familia Herpesviridae se clasifican, en base a sus propiedades bioldgicas y
a las secuencias nucleotidicas de cada miembro individual, en tres subfamilias: a-, B-, y y-
Herpesvirinae. Los miembros de la subfamilia Alphaherpesvirinae se agrupan en base a su rango
variable de hospedador, a sus ciclos replicativos relativamente cortos, su diseminacion rapida en
cultivo, la destruccion eficiente de las células infectadas y la habilidad de establecer infecciones
latentes principalmente, aunque no exclusivamente, en ganglios sensoriales. Esta subfamilia
incluye a los géneros: Simplexvirus (por ejemplo, HSV-1), Varicellovirus (por ejemplo, VZV),
Mardivirus e lltovirus. Los dos primeros infectan mamiferos, mientras que los ultimos dos

infectan aves178.

Ciclo replicativo de los herpesvirus
La union inicial del virus a los receptores celulares (heparan sulfato o proteoglicanos de
condroitin sulfato) por medio de las glicoproteinas virales gB y gC es seguida por la fusién de la
envoltura con la membrana plasmatica celular. La estructura tegumento-cdpside sin envoltura es
transportada a los poros nucleares donde el DNA es liberado hacia el interior del nicleo. La
transcripcion y la replicacion del genoma viral, asi como el ensamblado de nuevas capsides tienen
lugar en el nucleo, mientras que todas las proteinas virales son sintetizadas en el citoplasma.
Durante la infeccion productiva, las proteinas virales se expresan secuencialmente de un
modo estrictamente regulado. Muchas de estas proteinas tienen un rol en la regulacién de la
expresion génica viral. La RNA polimerasa Il del hospedador es la responsable de la transcripcion
de todos los genes virales durante la infeccién, a pesar de que existen productos génicos virales
gue pueden modificar su actividad y estructura. El ingreso del virus es seguido por la expresion de

los genes inmediatamente tempranos y tempranos. Varios de los productos génicos tempranos son
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enzimas y proteinas de unién a DNA (como por ejemplo ICPO, ICP4, ICP22 e ICP27), involucradas
en la replicacion del DNA viral. El DNA viral se sintetiza por medio del mecanismo del circulo
rodante, generdndose concatémeros que son clivados en mondmeros durante el proceso de
ensamblado de la cdpside. Las proteinas involucradas en la replicacion del DNA viral y el
metabolismo nucleotidico promueven la replicacion del DNA viral, lo que a su vez estimula la
expresion de los genes tardios. El objetivo final de la expresion de estos genes es producir
grandes cantidades de las proteinas virales estructurales para el ensamblado de la progenie viral.
El ensamblado de las capsides ocurre en el nicleo de la célula infectada y, luego de la
encapsidacién de las moléculas completas de DNA gendmico viral, el virus madura, adquiere

infectividad y puede diseminarse de una célula a otra81, 178 (Figura 31).
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Figura 31. Ciclo replicativo de herpes simplex tipo I.

En el esquema se indican los principales pasos durante una infeccién productiva por HSV-1. Adaptado de Flint et al,
199981.
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Herpes simplex virus tipo 1

El virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) es un patdégeno comun en humanos, que causa
infecciones en las superficies mucosas orofaciales. Las infecciones productivas conducen a la
formacion de lesiones vesiculares en la mucosa epitelial, seguida por la diseminacién del virus
hacia neuronas sensoriales y el establecimiento de una infeccidon latente. El virus puede
permanecer en este estado durante toda la vida del hospedador y la reactivacion resulta en el
desarrollo de la enfermedad recurrente, en el mismo sitio de la infecciobn primaria o en una
localizacién adyacente. Las llagas causadas por HSV-1 no son letales, pero el virus es capaz de
infectar el sistema nervioso central, conduciendo a enfermedades graves como queratitis y
encefalitis. El virus es capaz de infectar eficientemente una gran variedad de tipos celulares,
incluyendo tanto células que se dividen como células que no se dividen235.

HSV-1 es un virus envuelto grande (150-200 nm de diametro). Su genoma esta compuesto
por 152 kpb de dsDNA que codifica al menos 80 proteinas (Figura 32). El genoma esta compuesto
por dos segmentos unidos covalentemente: UL y US (por las siglas en inglés de Unique Long y
Unique Short, respectivamente) flanqueados por secuencias repetidas invertidas tanto terminales
(RTL y RTS) como internas (RIL y RIS). HSV-1 contiene tres origenes de replicacion,
denominados de acuerdo a su ubicacién, oriL u oriS, y tres sefiales de empaquetamiento del DNA
denominadas pac ubicadas en las regiones RTL, RTS y en el empalme entre los segmentos UL vy
US. Las sefiales pac aseguran el clivaje correcto de los genomas y la incorporacién de una unidad

gendmica completa a cada cépsidel97.
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Figura 32. Mapa del genoma de HSV-1.

Representacién esquematica de la posicién de los genes que codifican para las proteinas involucradas en la
replicacién del virus, la regulacién del ciclo viral y el ensamblado de las capsides. También se encuentran
representadas las repeticiones terminales (RT) e internas (RI) de cada segmento. Sobre el esquema se indican los
genes (y sus productos proteicos) que suelen modificarse o delecionarse para atenuar el virus. Adaptada de Argnani
et al, 20059.
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Vectores virales basados en HSV-1

El estudio de las propiedades biologicas de HSV-1 y de los mecanismos moleculares de su
replicacion permitid el desarrollo de vectores con diversas aplicaciones potenciales en salud
humana, incluyendo el delivery y la expresién de genes humanos a células del sistema nervioso, la
destruccion selectiva de células cancerosas, la profilaxis contra infecciones con HSV u otras
enfermedades infecciosas, e infecciones dirigidas a tejidos u érganos especificos.

A partir de HSV-1 pueden generarse dos tipos diferentes de vectores72, 138:

1. Vectores recombinantes: consisten en particulas de HSV-1 que contienen el genoma de
HSV-1 modificado. Pueden ser atenuados cuando presentan mutaciones en genes que afectan la
virulencia, restringiendo asi la diseminacion y la replicacién litica a células especificas. Por otro
lado, pueden ser defectivos cuando presentan al menos una delecién de algan gen con funciones

esenciales. Estos vectores son empleados principalmente como virus oncoliticos.

2. Vectores amplicén: consisten en particulas de HSV-1 que contienen un concatémero de
DNA derivado de un plasmido amplicon, en lugar del genoma viral. Presentan un origen de
replicacién de HSV-1 (oriS) y una sefial de empaquetamiento (pac) que permite la amplificacion e
incorporaciéon del plasmido en las particulas. Debido a la ausencia de genes que codifican
proteinas virales, los vectores amplicon so6lo pueden ser generados en presencia del genoma de

HSV-1 provisto por un virus HSV-1 helper o una construccién plasmidica (Figura 33).

genoma plasmido
viral amplicon
HSV-1 Transgenes
oriS
N HSV-1
= amp pac
& colE1
Vectores Recombinantes Vectores Amplicon
Vectores Atenuados Con virus helper
Vectores Defectivos Sin virus helper

Figura 33. Tipos de vectores basados en HSV-1.
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Vectores tipo amplicon basados en HSV-1

Los vectores amplicon son particulas idénticas al virus HSV-1 wild type desde los puntos de
vista estructural, inmunolégico y de rango de hospedador. Sin embargo en lugar del genoma viral,
contienen un plasmido de DNA en forma concatemérica denominado pladsmido amplicon212, 213.
Las particulas de vector amplicdn estdn compuestas por aproximadamente 40 proteinas virales
estructurales que llegan a la célula durante la infeccion. Por lo tanto, pueden desencadenar
cascadas de sefiales intracelulares que pueden afectar transientemente la homeostasis celular o la
expresion celular. Sin embargo, estas proteinas desaparecen rdpidamente y las células mantienen
sus funciones normales52.

Los plasmidos amplicon (Figura 33) son plasmidos estandar de Escherichia coli que incluyen
dos elementos no codificantes de HSV-1: el origen de replicacion (oriS) y la sefal de
corte/empaquetamiento (pac). Adicionalmente incluyen un origen de replicacion bacteriano (colE1)
y un gen de resistencia a antibidtico para su propagacién en E. coli (ampR). También contiene el
cassette de expresion con los transgenes de interés, incluyendo un marcador fluorescente que
permite la titulacion de los stocks del vector amplicon. Los amplicones pueden ser empaquetados
en viriones de HSV-1 en distintas lineas celulares como amplicones simples de hasta 150 kpb o
como concatémeros con multiples copias del cassette de transgenes gracias a la replicacion
por circulo rodante y la capacidad de empaquetamiento del genoma de 150 kpb. Esto resulta en
altos niveles de expresion génica209.

Una de las principales ventajas de los vectores amplicon como herramientas de
transferencia génica es el hecho de que no contienen genes virales y, en consecuencia, no inducen
la sintesis de proteinas de HSV-1. Por lo tanto, estos vectores no son téxicos para las células
infectadas y no son patogénicos para el organismo. La reactivacion, complementacion o
recombinacién con genomas de HSV-1 latentes se reduce marcadamente al generar los vectores
amplicén con un sistema libre de virus helper200.

Los vectores amplicdn no expresan ningun gen viral pero dependen de funciones helper para la
replicacion y el empaquetamiento en viriones de HSV-1. Para la produccion de los stocks de vector
amplicdn, estas funciones se proveen en trans por medio de un genoma viral (contenido en una

construccioén plasmidica) o de un virus HSV-1 helper.

Produccién de vectores amplicon dependiente de virus helper

El sistema de empaquetamiento dependiente de virus helper consiste en un proceso de dos
pasos. Inicialmente se transfectan células con el pldsmido amplicon y se infectan con el virus
helper. Debido a que este es un virus defectivo y presenta deleciones de los genes ICP34.5 (factor

de virulencia) e ICP4 (gen inmediatamente temprano esencial), la infeccién y
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la transfeccion se llevan a cabo en células que expresan ICP4. Esto resulta en una produccion
mixta de vector amplicon y virus helper. En un segundo paso, esta produccién se emplea para
infectar células que adem@s de expresar ICP4, expresan la recombinasa Cre. Debido a que la sefial
pac del virus helper se encuentra flanqueada por dos sitios loxP (especificos de la recombinasa
Cre) se inhibe el empaquetamiento del genoma del virus helper y sélo se produce el
empaquetamiento del pldsmido amplicén. Este sistema permite la preparacion de stocks de vector
conteniendo entre 0,05 y 0,5 % del virus helper como contaminante. Dado que ICP4 se encuentra
delecionado en el genoma helper, este virus sélo puede replicar en células que lo complementen.
Sin embargo, la contaminaciéon puede ser téxica para células sensibles y puede inducir una
respuesta inmune contra las células transducidas. Ademas podria ocurrir una recombinacién con el

genoma de un HSV-1 end6geno132.

Produccién de vectores amplicon independiente de virus helper

En este sistema (Figura 34), el genoma de HSV-1 (con la sefal pac delecionada) se encuentra
clonado en un cromosoma bacteriano artificial (BAC) basado en un plasmido F de copia Unica,
denominado fHSVApac201. Usando este BAC, aun podria existir la posibilidad de una
recombinacion homdéloga entre las secuencias oriS presentes tanto en fHSVApac como en el
plasmido amplicén, lo que conduciria a la reincorporacién de la sefial pac en el genoma helper. Por
ello se realiz6 una delecién adicional en el genoma de HSV-1 contenido en el BAC. El gen esencial
ICP27 fue eliminado del genoma para obtener fHSVApacA27199, 200.

plasmido fHSVApacA27 pEBHICP27
amplicén

oriS oriS
. transgenes
oriS
amp’ pac amp”
\IOHL/

cotransfeccion

o ICP27

— = células
\ permisivas

% 28 vectores
e = amplicon

Figura 34. Esquema representativo del sistema de empaquetamiento libre de virus helper.

La cotransfeccion de células permisivas con el plasmido amplicon, el BAC que contiene el genoma de HSV-1
(fHSVApacA27) y un plasmido que expresa ICP27 (pEBHICP27) resulta en la producciéon de stocks de vector
amplicon libre de virus helper. oriS vy oriL: origenes de replicacion de HSV-1, pac: sefial de corte/empaquetamiento,
ampR: resistencia a ampicilina. Adaptado de Laimbacher et al, 2012117.
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En resumen, el sistema involucra la cotransfeccion del pldsmido amplicén (conteniendo los
transgenes de interés) y fHSVApacA27 (conteniendo el genoma de HSV-1 con deleciones de pac e
ICP27) en la linea celular VERO 2-2. Esta linea celular se encuentra establemente transformada
con el gen ICP27. La complementacion del gen ICP27 se asegura por cotransfecciéon con un
plasmido que expresa ICP27. Empleando este genoma helper en ausencia de virus atenuado, se
logra el empaquetamiento del plasmido amplicon en tandem hasta completar la capacidad maxima
sin detectarse HSV-1 replicativo en los stocks de vector amplicon200.

Vectores amplicn basados en HSV-1 como vacunas

El virus salvaje HSV-1 es un potente inmundgeno capaz de inducir respuestas inmunes innatas
y adaptativas235, pero también capaz de evadir el sistema inmune del hospedador por medio de
proteinas inmunomoduladoras como VHS o ICP27235. Los vectores amplicon basados en HSV-
1 son candidatos prometedores para el desarrollo de vacunas debido a que retienen la
inmunogenicidad inherente al virus salvaje, pero no disponen de muchas de las funciones virales
para evadir el sistema inmune. Otras caracteristicas biolégicas que los hacen candidatos atractivos
cOmo vacunas son su gran capacidad para insertar transgenes y la posibilidad de infectar un
amplio rango de células (incluyendo células presentadoras de antigenos). Se ha demostrado
que la transduccion de células dendriticas con vectores amplicén no inhibe su maduracion ni
sus capacidades inmunoestimulatorias97, 168, 238. Hasta ahora los estudios que involucran
inmunizaciones con vectores amplicon se han vinculado a patdgenos virales, tratamientos contra el
cancer y enfermedades neuroldgicas.

La mayoria de los estudios relacionados a patégenos virales se enfocan en
inmunizaciones contra HIV. Se ha demostrado que una sola inoculaciéon con 1x106 particulas de
vectores amplicon que expresan la proteina de la envoltura de HIV-1 (gp120), permitié inducir una
respuesta inmune celular y humoral fuerte y especifica contra el antigeno106. Esta respuesta se
vio incrementada al agregar una dosis adicional de vector amplicon. También pudo observarse
proteccion parcial frente a un desafio con HIV-1 en ratones transgénicos inmunizados con este
vector97. Por otro lado también se han construido vectores amplicén que expresan la proteina gag
de HIV-1y se demostrd que resultaban inmunogénicos203.

Una posibilidad adicional de estos vectores es utilizacion para la produccion de VLPs (virus like
particles). Un estudio demostré la produccion de VLPs en cultivo celular luego de la transduccion
con vectores amplicon que expresan antigenos del virus de la fiebre aftosa (FMDV). La
administracion de estos vectores a ratones resultdé en una respuesta inmune especifica, y en la
proteccion parcial con una reduccion significativa de la viremia frente a un desafio con cepas de
este virus56.

Debido a la alta prevalencia de infecciones por HSV en la poblacion humana, una de las
preocupaciones para su uso como vacunas es el efecto potencial de la inmunidad antiviral

preexistente sobre la eficacia de la vacuna. Este es un interrogante controversial ya que un estudio
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(en el que se emplearon vectores defectivos) demostré una reduccién sustancial en la respuesta
inmune de animales inmunizados previamente con HSV-1119. En contraste, la inmunizacién
con vectores amplicon en presencia de inmunidad anti HSV resulté en una reduccion moderada de
la respuesta3l, 106. A pesar de que esta informacién sugiere un posible efecto de las infecciones
previas por HSV sobre la eficacia de las vacunas basadas en el mismo virus, no se ha demostrado
una ausencia de respuesta inmune en estas condiciones. Por lo tanto, podrian ser prometedores
los protocolos de inmunizacion que incluyan varias dosis del vector o aquellos que contemplen una
combinacién de estrategias, por ejemplo una administracion inicial de DNA que codifique para un
antigeno de interés seguida de la administracion de un vector basado en HSV que expresa dicho

antigeno229.

Objetivo general

Evaluar los vectores herpéticos de tipo amplicén como vehiculo de delivery antigénico en un
modelo de rotavirus.

Objetivos particulares

-Producir stocks de vectores herpéticos de tipo amplicén que expresan una o méas proteinas de
rotavirus.

-Analizar la expresion de las proteinas de rotavirus en células transducidas con los vectores
amplicén.

-Evaluar la capacidad de los vectores de inducir la formacion de VLPs en cultivo celular.

-Evaluar la capacidad de los vectores amplicén de inducir la produccién de anticuerpos
especificos para rotavirus en ratones inmunizados.

-Evaluar la capacidad de los vectores de inducir proteccién frente al desafio con rotavirus en
ratones inmunizados.

Materiales y métodos

Células y virus. Las lineas celulares epiteliales de rifion de mono HelLa, HEK293, Vero y Vero 2-
2210 se cultivaron en DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 100 unidades/ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0,25 ug/ml de anfotericina B. En el caso de las células
Vero 2-2 se adicion6 500 pg/ml de G418 (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Se
emplearon las cepas de rotavirus RRV, Wa, SA1l, ECccy ECwt propagadas como se indicé en
la seccién “Materiales y métodos” de la Parte |l de esta tesis. La cepa de rotavirus de simio SA11l
fue cedida por la Dra. Catherine Eichwald (Institute of Virology, University of Zurich, Suiza).

Construccion de los plasmidos amplicon*. Los plasmidos amplicdn se construyeron a partir del
plasmido pHSVPrPUCS89. Este plasmido contiene un origen de replicacién bacteriano (colEl), la
sefial de empaquetamiento de HSV-1 (pac), un sitio de clonado multiple ubicado a continuacién del
promotor inmediatamente temprano de HSV-1 (IE4/5) y la sefial de poliadenilacion de SV40 (poliA).

Para obtener el plasmido amplicon pHSV[EGFP], se amplificé por PCR el ORF del gen que codifica
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para la proteina EGFP y se lo insertd entre los sitios Sacl y EcoRI del plasmido pHSVPrP UC. El
mantenimiento de EGFP en todas las construcciones derivadas de pHSVI[EGFP] permitié la
titulacion de los stocks de vector amplicon, asi como la identificacion de las células
infectadas por los mismos56. A continuacién se detalla la construccion de los plasmidos amplicon
gue permiten introducir uno (pHSVS), dos (pHSVD) o tres (pHSVT) genes heter6logos ademas de
EGFP y en la Figura 35 se muestra una representacion esquematica de dichas construcciones.

Para la obtencién de pHSVS, se amplificé por PCR el fragmento correspondiente al IRES
(Internal Ribosomal Entry Site) de poliovirus empleando como molde el pldsmido pQuattro87 y se
lo insert6 entre los sitios Sall y Xbal del plasmido pHSV[EGFP].

Para la obtencion de pHSVD, el fragmento que codifica el elemento IRES de poliovirus
se insertd entre los sitios Clal y Xbal del pldsmido pHSVS. El plasmido resultante contiene dos
IRES entre el promotor y la sefial de poliadenilacion (poliA).Para la obtencibn de pHSVT, se
amplific6 por PCR el IRES del virus de laencefalomiocarditis (EMCV) empleando como molde
el pldsmido pQuattro y se lo insertd entre los sitios Spel y Ecl123ll del pldsmido pHSVD. El
plasmido resultante contiene tres IRES entre el promotor y la sefial poliA.

Construccion de los plasmidos amplicdn que codifican proteinas de rotavirus*. Los ORF de las
proteinas VP2, VP4, VP6, VP7 y NSP4 de las cepas de rotavirus RRV y EC, clonados en distintos
plasmidos se amplificaron mediante PCR empleando primers especificos que incluyeron sitios
de restriccion para su posterior clonado en los plasmidos amplicon. Los ORF de las proteinas
VP2, VP6 y VP7 de la cepa de rotavirus Wa se obtuvieron por sintesis quimica de DNA
(Biomatik, Cambridge, ON, Canadd) luego de una optimizacién de codones empleando las
frecuencias de uso de codones correspondientes a Homo sapiens (GenBank Primate Sequences).
Para la introduccion de un ORF de rotavirus en pHSVs [EGFP] se emplearon los sitios de
restriccion Sall, Asull, o Sall y Asull; obteniendo asi pHSVS [ORF1/EGFP]. Para la introduccion
de otro ORF de rotavirus en pHSVS[ORF1/EGFP] se empled la combinacién de sitios de restriccion
Ascl/Clal; obteniendo asi pHSVD[ORF1/ORF2/EGFP]. Para la introduccién de un tercer ORF de
rotavirus en pHSVD [ORF1/ORF2/EGFP] se emplearon las combinaciones de sitios de restriccion
Xhol/Spel; obteniendo asi pHSVT[ORF1/ORF2/ORF3/EGFP]. De acuerdo a esta  nomenclatura,
cada barra entre los diferentes ORFs indica un IRES y debido a que EGFP esta presente en todas
las construcciones se obviara de aqui en adelante por cuestiones de simplicidad, excepto en el

plasmido amplicén pHSV[EGFP] que no incluye ninguna proteina de rotavirus (Figura 35).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



pHSV[EGFP] poliA———_
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pHSV,[VP6] poliA——-—
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Figura 35. Representacion esquematica de los plasmidos amplicon.

A la izquierda se indica el nombre de algunos de los plasmido amplicon construidos y a la derecha se muestra el
orden de los genes de rotavirus incorporados. La expresion policistrénica es facilitada por los IRES y controlada por
el promotor de HSV-1 IE4/5. Todos los plasmidos expresan EGFP para permitir la titulacién de los stocks de vector
amplicon. También se indican en el diagrama el origen de replicacion de HSV-1 (oriS) y la sefial de corte y
empaquetamiento (pac).

Produccién de los stocks de vectores amplicdn*. Los stocks de vectores amplicon basados en
HSV-1 libres de virus helper se prepararon como fue descripto previamente82, 83, 200, 201.
Brevemente, se transfectaron células Vero 2-2 con el pldsmido amplicén, el BAC fHSVApacA27 y el
plasmido pEBHICP27, empleando Lipofectamine y Plus Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Luego de 72 horas, se
resuspendieron las células en el medio de cultivo, se sonicaron y se removieron los restos celulares
por centrifugacién. Para la titulacion, se infectaron células Vero 2-2 con el vector amplicén y luego
de 24 horas se contaron las células fluorescentes verdes empleando un microscopio de
fluorescencia invertido (Axio Observer, Zeiss AG, Feldbach, Suiza). Los titulos se determinaron
como unidades de transduccion (TU)/ml y variaron entre 2x106 y 2x108 TU/ml. Para la inactivacion
de los vectores amplicon, se los traté con BEI (etilenimina binaria)l en una concentracion final de
1,4 mM durante 24 horas a temperatura ambiente. La inactivacion se confirmoé por ausencia de
expresion detectable luego de la transduccion de células Vero 2-2 y andlisis por Western blot.

Analisis de la expresion de las proteinas de rotavirus por Western blot*. Se sembraron 1x105
células Vero 2-2 por well en placas de cultivo de 24 wells y se agregaron los vectores amplicon a
una multiplicidad de infeccion de 1 TU por célula. Veinticuatro horas después, las células se
lavaron con PBS, se lisaron con buffer de siembra y se separaron por SDS-PAGE 10 %. Las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, se incubaron con el anticuerpo

primario correspondiente y se marcaron con anticuerpos  anti  inmunoglobulinas  de
raton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) o de conejo (Southern Biotech, Birmingham,

AL, Estados Unidos) conjugados con peroxidasa. La deteccion se realizé6 empleando el kit
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Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare Biosciences, Pittsburg, PA,
Estados Unidos) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Como anticuerpos primarios se
emplearon: suero policlonal de conejo anti rotavirus cepa RF (gentiimente cedido por el Dr.
Poncet, CNRS/INRA, Gif-sur-Yvette, Francia), anticuerpos monoclonales de ratdén anti GFP (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos) y anticuerpos monoclonales de ratén anti actina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). Para reutilizar las membranas, se las incub6
durante 15 minutos con solucién de disociacion (Stripping Buffer, Thermo Scientific, Rockford, IL,
Estados Unidos) y se las lavé tres veces con PBS.

Ensayos de inmunofluorescencia*. Se crecieron células Vero 2-2 sobre cubreobjetos dentro de
placas de cultivo de 24 wells y se las infectdé con el vector amplicon a una multiplicidad de
infeccion de 0,5 TU por célula. Veinticuatro horas después, las células se fijaron con formaldehido
3,7 % en PBS y se las tratd con glicina 0,1 M en PBS. Luego de un paso de permeabilizacién con
PBS-T, las células se bloquearon con PBS-BSA (PBS conteniendo 3 % de albumina sérica bovina).
Las células se incubaron con suero policlonal anti rotavirus cepa RF diluido 1/400 en PBS-BSA
durante 90 minutos a temperatura ambiente y luego se lavaron tres veces con PBS. Como
anticuerpo secundario se emplearon anticuerpos de cabra anti IgG de conejo conjugados con Alexa
Fluor 594 o 633 (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) diluidos 1/400. Las
células se incubaron con DAPI 1ug/ml (Roche, Basel, Suiza) en PBS para visualizar los nucleos. El
reticulo endoplasmético se marcdé empleando ConcavalinaA conjugada con Alexa Fluor 594 20
pg/ml (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) en PBS. Luego de lavar las
células con PBS y agua, se analizaron empleando un microscopio confocal laser de barrido SP2
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y un objetivo 63X (aceite).

Microscopia electronica*. Se sembraron 1,2x106 células Vero 2-2 en placas de cultivo de 6
cm2 y se las infectd con el vector amplicén a una multiplicidad de infeccién de 0,5 o 1 TU por
célula. Luego de 48 horas, las células se resuspendieron en el medio de cultivo y fueron sometidas
a ciclos repetidos de congelado y descongelado. Los restos celulares se removieron por
centrifugacion vy filtracion a través de filtros de 0,45 pym. Se le adiciond inhibidor de proteasas
(Protease inhibitor cocktail tablets complete, Mini, EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) y el sobrenadante clarificado se concentrd a través de un colch6n de sacarosa 10 % por
centrifugacion a 100.000 g durante 2 horas a 20 °C. Para la inmunoelectromicroscopia, las
muestras se adsorbieron sobre films de parlodion/carbono montados sobre cuadriculas de cobre
(EMS, Fort Washington, PA, Estados Unidos) durante 10 minutos, se bloguearon con PBS-BSA
durante 10 minutos y se incubaron con suero policlonal anti rotavirus diluido 1/1.000 en PBS-BSA
durante una hora. Se lavé con PBS- BSA y se incub6é con anticuerpos de cabra anti
inmunoglobulinas de conejo conjugados con particulas de oro coloidal de 12 nm (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, Estados Unidos). Se lavé con PBS y agua y luego se marco
con acido fosfotlngstico 2 % (Aldrich, Steinheim, Alemania) durante 1 minuto. El analisis se realiz6

empleando un microscopio de transmision electrénica (CM12, Philips, Eindhoven, Holanda)
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equipado con una cdmara CCD (Ultrascan 1000, Gatan, Pleasanton, CA, Estados Unidos) a un
voltaje de aceleracion de 100 kV.

Inmunizacion de ratones con vectores amplicdn que expresan proteinas de rotavirus. Se
inmunizaron grupos de ratones por via intramuscular (en ambas patas traseras con un volumen
total no mayor a 100 pl) en los dias 0 y 21 con distintos vectores amplicon que expresan las
proteinas de rotavirus (Figura 36). A continuacién se detallan las inmunizaciones realizadas
en cuatro experimentos representativos:

Experimento 1: Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 5x105 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2]
(ORFs de rotavirus, cepa RRV), 5x105 TU/dosis de HSV[EGFP], o PBS.

Experimento 2: Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 1x106 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2] (ORFs
de rotavirus, cepa RRV), 1x106 TU/dosis de HSVS[VP7] (ORF de rotavirus cepa RRYV), 1x106
TU/dosis de HSV[EGFP], o PBS.

Experimento 3. Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 1x106 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2] (ORFs
de rotavirus, cepa RRV), 1x106 TU/dosis de iHSVT[VP7/6/2] (ORFs de rotavirus, cepa RRYV)
inactivado con BEIl, 1x106 TU/dosis de HSVS[VP6] (ORF de rotavirus, cepa RRV), 1x106
TU/dosis de HSV[EGFP], o PBS.

Experimento 4. Se inmunizaron grupos de 5 ratones con 1x106 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2]
(ORFs de rotavirus, cepa RRV), 1x106 TU/dosis de HSVD[VP6/2] (ORFs de rotavirus, cepa RRV),
1x106 TU/dosis de HSVT[VP2/6/7] (ORFs de rotavirus cepa Wa con codones optimizados), 1x106
TU/dosis de HSV[EGFP], 20 ug de iWa o PBS.

=D (2" DOSIS | DESAFIO

« HSV[ORF RV] i.m. « HSV[ORF RV] i.m. - ECwti.g.
Grupos: + HSV[EGFP]im. « HSV[EGFP] i.m. « ECwti.g.
* PBSim. + PBSim. « ECwti.g.
Dias: 0 21 42 49
| | | | LLLLLLLI
| |
v v YIVVIIYY
b\/d
Muestras: MF MF MF ME
suero suero suero

Figura 36. Cronograma de inmunizacioén con los vectores amplicon.

El diagrama muestra el tratamiento recibido por cada grupo de ratones (parte superior) a lo largo del cronograma
de inmunizacion y desafio, asi como las muestras recolectadas (parte inferior). i. m.: intramuscular, i.g.:
intragastrico, HSV[ORF RV]: vector amplicon que expresa proteinas de rotavirus, MF: materia fecal.
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Recoleccion de muestras de suero y materia fecal. Las muestras de sangre se obtuvieron
por corte del extremo de la cola del ratdn, se centrifugaron a 5.000 g durante 10 minutos para
obtener el suero y se almacenaron a -20 °C. Las muestras de materia fecal se diluyeron al 10 % p/v
en PBS adicionado con Tween 0,05 % e inhibidor de proteasas Protease Inhibitor Cocktail (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), se vortexearon hasta obtener una suspensién homogénea,
se centrifugaron 10 minutos a 8.000 g, se recuperaron los sobrenadantes y se almacenaron a -80
°C.

Desafio de los ratones con rotavirus ECwt. Los ratones de cada experimento fueron inoculados
por via intragastrica con 104 SD50 de rotavirus ECwt en 100 ul de volumen final, previa
neutralizacion de la acidez estomacal con 100 ul de bicarbonato de sodio 4 %. A partir del dia de
desafio se recolectaron diariamente muestras individuales de materia fecal (Figura 36) y se
ensayaron por ELISA para la deteccién de antigenos de rotavirus en una dilucion 1/40 en PBS-TC.
Para calcular el area bajo la curva (AUC) de excrecion de antigeno de rotavirus para cada ratén, se
graficaron en el eje vertical los valores de DO490 obtenidos por ELISA y en el eje horizontal los
dias post-desafio. El porcentaje de excrecidn con respecto al grupo de ratones control se calculd
considerando como 100 % el AUC de los ratones inoculados con PBS y el porcentaje de
proteccion se determind como 100 % menos el porcentaje de excrecion. Para comparar las medias
entre los distintos grupos se emple6 la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis y el
método de Dunn como contraste a posteriori.

ELISA para la deteccion de rotavirus. Se empled un ELISA desarrollado en el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, UNQ10 para la deteccidén de las muestras positivas para rotavirus del
grupo A. El método consiste en un ELISA de captura que emplea anticuerpos policlonales
de cabra anti-rotavirus. Se sensibilizaron placas de 96 wells con una dilucion 1/250 de IgG
purificada de cabra anti-rotavirus en buffer carbonato pH 9,6 incubando 1 hora a temperatura
ambiente. Luego de cada una de las incubaciones, la placa se lavo tres veces con PBS-T (PBS,
Tween-20 0,2 %). Las muestras a analizar se diluyeron en PBS-TC (PBS-T, caseina 1 %), se
depositaron en los wells y se incubaron 1 hora a 37 °C u overnight a 4 °C. Luego del lavado se
incub6 con una dilucion 1/1.000 de IgG purificada anti-rotavirus biotinilada en PBS-TC durante 1
hora a 37 °C, se lavo y se incubd 30 minutos con una dilucién 1/4.000 de estreptavidina conjugada
con peroxidasa (USBiologicals, Swampscott, MA, Estados Unidos) en PBS-TC.

Finalmente, y luego de un ultimo lavado, las placas se revelaron con orto- fenilendiamina 1
mg/ml (OPD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) y peréxido de hidrogeno (0,03 % v/v)
en buffer citrato, pH 5,0. Luego de 15 minutos de desarrollo de color la reaccion se detuvo con
acido sulfarico 1 N y se determind la densidad oOptica a 490 nm (DO490) en un lector de
microplacas Asys UVM 340 (Biochrom US, Holliston, MA, Estados Unidos), considerdndose

positivas aquellas muestras con DO490 mayor a 0,210.

ELISA para la deteccion de 1gG anti rotavirus. El ELISA fue puesto a punto como se describio

en la seccién “Resultados” de la Parte Il de esta tesis. Se sensibilizaron placas de 96 wells con
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RRV concentrado 1/100 en buffer carbonato durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de
cada incubacion se realizaron tres lavados con PBS-T. Las muestras se agregaron diluidas en
PBS-TC y se incubd durante 1 hora a 37 °C. A continuacion se agregaron anticuerpos de cabra
anti-lgG de raton conjugados con peroxidasa (Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) diluidos
1/3.000 en PBS-TC y se incub6 durante 1 hora a 37°C. El revelado se llevo a cabo con OPD y
peroxido de hidrégeno en buffer citrato. La reaccion se detuvo con acido sulfurico y se midio la
DO490. El valor de corte del ELISA fue DO490=0,11. Como control positivo se incluy6 en todos los
ensayos una dilucién 1/40.000 (almacenada en alicuotas a -20 °C) de suero policlonal anti rotavirus
(DO490=1).

ELISA para la deteccion de IgA anti rotavirus. El ELISA fue puesto a punto como se describi
en la seccién “Resultados” de la Parte Il de esta tesis. Se sensibilizaron placas de 96 wells con
anticuerpos de cabra anti IgA de ratén (Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) 1/50 en buffer
carbonato. Luego de cada incubacion se realizaron tres lavados con PBS-T. Las muestras se
agregaron diluidas en PBS-TC y se incubd durante 1 hora a 37 °C. A continuacion se
agregd RRV concentrado 1/100 en PBS-TC y se incubd overnight a 4 °C. Para detectar el antigeno
unido, se incubd con anticuerpos de cabra anti-rotavirus conjugados con biotina 1/1.000 en PBS-
TC durante 1 hora a 37 °C y luego con estreptavidina conjugada con peroxidasa (USBiologicals,
Swampscott, MA, Estados Unidos) 1/4.000 en PBS-TC durante 30 minutos a 37 °C. El revelado
se llevd a cabo con OPD y peréxido de hidrégeno en buffer citrato. La reaccion se frend con acido
sulfarico y se midié la DO490. El valor de corte del ELISA fue D0490=0,15. Como control positivo
se incluy6é en todos los ensayos una dilucién 1/1.500 (almacenada en alicuotas a -20 °C) de
materia fecal de ratones inoculados con ECwt conteniendo IgA anti rotavirus (DO490=1).

Western blot para la deteccién de IgG. El Western blot fue puesto a punto como se describié en
la seccién “Resultados” de la Parte |l de esta tesis. Se separaron por SDS-PAGE las proteinas de
rotavirus RRV concentrado y se transfirieron a una membrana de PVDF. Se bloquedé la membrana
con PBS-TC durante 1 hora a 37 °C y se cortaron las calles individuales. A continuacion se
incubd con las muestras diluidas en PBS-TC durante 1 hora a 37 °C y se realizaron tres lavados
con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente. Luego se detectaron los
anticuerpos unidos agregando anticuerpos de cabra anti- IgG de raton conjugados con peroxidasa
(Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos) diluidos 1/2.000 en PBS-TC e incubando durante 1 hora a
37 °C. Finalmente se realizaron dos lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno y un
lavado con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. El revelado se llevé a cabo
empleando un reactivo quimioluminiscente y exposicién a una placa radiogréfica.

Western blot para la deteccidn de IgA anti rotavirus. El Western blot fue puesto a punto como se
describid en la seccién “Resultados” de la Parte Il de esta tesis. Se separaron por SDS-PAGE las
proteinas de rotavirus RRV concentrado y se transfirieron a una membrana de PVDF. Se
bloqued la membrana con PBS-TC durante 1 hora a 37 °C y se cortaron las calles individuales. A
continuacion se incubd con las muestras diluidas en PBS- TC durante 1 hora a 37 °C y se

realizaron tres lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente. Luego se
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detectaron los anticuerpos unidos con anticuerpos de cabra anti-IgA de ratén (Pierce, Rockford, IL,
Estados Unidos) diluidos 1/200 en PBS-TC e incubacion durante 1 hora a 37°C y se realizaron tres
lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente. Como anticuerpo
secundario se emplearon anticuerpos anti inmunoglobulinas de cabra conjugados con peroxidasa
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos) diluidos 1/7.500 en PBS-TC incubando
durante 1 hora a 37 °C. Dos lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura
ambiente. Finalmente se realizaron dos lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno y un
lavado con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. El revelado se llevé a cabo
empleando un reactivo quimioluminiscente y exposicién a una placa radiografica.

Resultados y discusion

Los vectores amplicon basados en HSV-1 construidos incluyeron secuencias de varios genes
provenientes de distintas cepas de rotavirus. Los genes codificantes para las proteinas
estructurales VP6, VP2, VP7y VP4 fueron los seleccionados para realizar los vectores simples, o
los vectores dobles y triples que permitieran la coexpresién de mas de una de estas proteinas. Los
motivos principales para incluir el gen que codifica la proteina VP6 en las construcciones, fueron la
abundancia relativa de esta proteina en el viribn, su inmunogenicidad y el hecho de que se
encuentra altamente conservada entre las cepas de rotavirus del grupo A. Por otra parte, la
coexpresion de VP6 y VP2 se planteé con la intencion de inducir la produccion de VLPs en las
células infectadas (en uno de los casos se incluyé también el gen de NSP4 con el objetivo de
facilitar la formacion de las particulas). También se incluyeron los genes que codifican para las
proteinas VP4 y VP7, ya que ambas son capaces de inducir la produccion de anticuerpos
neutralizantes en el hospedador.

Con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad y la capacidad protectora de los vectores
amplicon que expresan proteinas de rotavirus, los mismos se ensayaron en el modelo de raton
adulto de infeccion por rotavirus. Por este motivo, una de las cepas de rotavirus seleccionadas
como origen de las secuencias de las proteinas fue una cepa homoéloga al modelo de raton: la
cepa de rotavirus murino EC. Por otro lado, se seleccioné la cepa de rotavirus de simio RRV para
evaluar la posible induccién de proteccion heteréloga.

Diversos factores influyeron en qué conjuntos de vectores amplicon alcanzaron la etapa final de
obtencion de stocks destinados a la inmunizacion de ratones. Entre ellos, pueden mencionarse
la disponibilidad inicial de las cepas de rotavirus, las dificultades intrinsecas al proceso de
clonado y expresion de proteinas en sistemas heterdlogos y la optimizacion de la produccién de
stocks de vectores amplicon. Ademas, la distancia geografica entre los laboratorios que
participaron de la colaboracién también influy6 en cuando y qué vectores amplicén fueron
producidos a lo largo del proyecto. Por estos motivos, inicialmente sélo se conté con stocks de
vectores amplicon con titulos bajos que impidieron la administracion intramuscular y que limitaron
el nimero de ratones por grupo. Asi también, la disponibilidad temprana de las secuencias de la
cepa RRV aceleré el proceso de produccion de vectores triples con secuencias de esta cepa y los

resultados positivos obtenidos con los mismos, pospusieron el desarrollo de vectores que
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codifiquen las proteinas de rotavirus de la cepa EC. De la misma manera, los resultados obtenidos
con distintos vectores en cultivo celular impusieron un sesgo en la eleccién de vectores destinados
a la inmunizacion de ratones. La Tabla 9 resume los distintos vectores amplicon ensayados y
los resultados obtenidos en cuanto a la respuesta inmune humoral inducida y el porcentaje de
proteccion determinado luego del desafio con rotavirus.

Tabla 9. Vectores amplicon evaluados en el modelo de raton adulto.

IgG antiRV  IgA anti RV

Vector amplicén i Proteccion

HSVS[VP2] EC 4 x 105 TU s.C. 0 %
HSVS[VP4] RRV 6 x 105 TU i.m. +/- - 0%
HSVS[VP7] RRV 6 x 105 TU i.m. +/- - 0%
2 dosis de
5x 105 TU S.C. + - 0 %
2 dosis de
HSVS[VP6] EC
5x 105 TU i.m. + - 0 %
2 dosis de
HSVD[VP6/2] EC 5 x 105 TU i.m. + - 0 %
2 dosis de
HSVT[VP6/2/NSP4] EC 5x 105 TU i.m. + - 0 %
i.n. - - 0 %
2 dosis de _
i.m. I+ - 23,0 %
HSVS[VP6] RRV 1 x106 TU
2 dosis de
HSVS[VP7] RRV 1 x106 TU i.m. - - 8,5 %
2 dosis de
HSVD[VP6/2] RRV 1 x106 TU i.m. + + 25,2 %
2 dosis de
b x 105 TU i.m. + + 18,7 %
2 dosis de 36,0 %*t
HSVT[VP7/6/2] RRV
1x 106 TU i.m. + +
Wat 2 dosis de
HSVT[VP2/6/7] 1x106 TU i.m. + + 44,6 %*

Se resumen los resultados obtenidos con las distintas construcciones de vectores amplicon que

codifican proteinas de rotavirus. Para cada vector se indica en las distintas columnas: la cepa de
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rotavirus (RV) de la que se obtuvieron las secuencias codificantes (columna Cepa de RV), la dosis
y el nimero de dosis (columna Dosis) y la via de administracion a los ratones (columna Via), la
deteccién de IgG anti RV por ELISA en el suero de los ratones inmunizados (columna IgG anti RV),
la deteccidn de IgA anti RV por Western blot en materia fecal de los ratones inmunizados (columna
IgA anti RV) y el porcentaje de proteccion frente a un desafio con rotavirus murino (columna
Proteccién). Las filas sombreadas indican los vectores amplicon para los cuales se muestran los
resultados completos en esta tesis. *: p<0,05, T: resultado promedio de distintos experimentos, %:
las secuencias codificantes de las proteinas fueron optimizadas, s.c.: subcutdnea, i.m.:
intramuscular, -: las muestras de ninguno de los ratones fueron positivas, +/-: las muestras de solo
algunos de los ratones fueron positivas, +: las muestras de todos los ratones fueron positivas.

Por razones de simplicidad y claridad, se presentaran en las siguientes secciones los
resultados obtenidos con algunos de los vectores amplicon (Tabla 9) empleados en cuatro

experimentos representativos que se realizaron durante la tesis.

Expresién de proteinas de rotavirus codificadas en vectores amplicon

La expresiéon de los genes que codifican las proteinas estructurales de rotavirus VP2, VP6 y
VP7 se confirm6 mediante el andlisis por Western blot de lisados celulares cosechados luego de 24
horas de la transduccion con los distintos vectores amplicon. En la Figura 37 se muestran los
resultados obtenidos para los vectores empleados en los experimentos representativos (filas
sombreadas de la Tabla 9). Puede observarse la detecciobn de bandas correspondientes a las
proteinas de rotavirus codificadas en cada vector simple, doble o triple. En general, los niveles de
expresion disminuyen en las células infectadas con vectores dobles en comparacion a los simples,
pero este efecto es mas notorio en los vectores triples. Como puede esperarse, este efecto se
asocia con el orden de los genes en el cassette policistronico (Figura 35) y con la disminucion del
ndamero de copias del cassette incorporadas en el vector al aumentar la longitud del mismo. En
consecuencia, también puede notarse en los niveles decrecientes de expresion de EGFP que
llegan a ser indetectables en los vectores triples en los que este gen se encuentra luego del tercer

gen heterdlogo introducido.
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Figura 37. Expresion de genes de rotavirus en células transducidas con vectores amplicon.

Se infectaron células Vero 2-2 con los distintos vectores amplicon indicados en la parte superior
de las membranas. Los lisados celulares de las células infectadas o no infectadas (control) se
analizaron por Western blot empleando un suero policlonal anti rotavirus para deteccion de las
proteinas VP2 (102,7 kDa), VP6 (44,8 kDa) y VP7 (37,4 kDa) (panel superior). Sobre las mismas
membranas, se emplearon anticuerpos anti-EGFP (32,7 kDa) y anti-actina (42,0 kDa) (panel
inferior) para la deteccion de EGFP y como control de siembra respectivamente. Como control
positivo se emplearon particulas de rotavirus de la cepa SA11. A la izquierda de cada membrana
se indican las posiciones de las bandas del marcador de peso molecular en kDa.

A continuacion, se analizé por inmunofluorescencia la expresion y localizacion intracelular de
las proteinas de rotavirus en las células infectadas por los vectores amplicon construidos (Figura
38). En las células infectadas con los vectores simples, las proteinas VP2 y VP7 se observaron
como pequefios focos, lo que genera un patron moteado, en algunos casos agregados alrededor
del nicleo. Por otra parte, y tal como se describié previamente74, la proteina VP6 se observé
formando estructuras similares a fibras en el citoplasma en las células infectadas con el vector
simple HSVS[VP6]. Sin embargo, en las células infectadas con vectores dobles o triples que
coexpresan VP6 (pHSVD[VP6/2], pHSVD[VP7/6], pHSVT[VP7/6/2], o pHSVT[VP2/6/7]), las
proteinas de rotavirus se distribuyeron en un patrén moteado en todo el citoplasma y no se
detectaron estructuras similares a fibras. Al igual que lo observado por Western blot, la intensidad
de la fluorescencia de EGFP disminuyé al aumentar el nUmero de genes en el policistron.

Normalmente, en las células infectadas por rotavirus wild type, la glicoproteina VP7 se localiza
en el reticulo endoplasmatico74. En este caso pudo demostrarse que la proteina VP7 también se
localiza en el reticulo endoplasmatico cuando es expresada en células infectadas por los vectores

amplicén que la codifican (Figura 38C).
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En conjunto, estos resultados demuestran que las tres proteinas de rotavirus VP2, VP6y VP7
se expresan a partir de los distintos vectores amplicon, aunque la eficiencia de expresion esta
relacionada con su ubicacion en el policistron. Ademas, la localizacion intracelular de las tres
proteinas codificadas por los vectores amplicdn fue comparable a la descripta para las codificadas
por los rotavirus wild type48, 133.

Ensamblado de VLPs en las células infectadas por vectores amplicon

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los vectores amplicon para permitir el ensamblado
de VLPs a partir de las proteinas estructurales de rotavirus que codifican, se realiz6 un analisis
por microscopia electrénica y Western blot de VLPs concentradas y purificadas a partir de lisados
celulares. Se pudieron observar particulas de rotavirus vacias en lisados de células Vero 2-2
infectadas con HSVD[VP6/2], HSVT[VP7/6/2] y HSVT[VP2/6/7] (Figura 39A-D, I-K). Su identidad se
confirmo por marcacion con un suero policlonal anti rotavirus y un anticuerpo secundario marcado
con particulas de oro coloidal (Figura 39C y D). Para determinar si las VLPs también podrian
ensamblarse en células humanas se infectaron células HeLa y HEK293 con HSVD[VP6/2] y
HSVT[VP7/6/2] (Figura 39E-H y L). En ambos casos pudo detectarse la formacion de VLPs. Sélo
en el caso de infecciones con el vector triple HSVT[VP2/6/7] que codifica proteinas de rotavirus
(con los codones optimizados para su expresion en células humanas), se pudieron detectar VLPs
en secciones ultrafinas de estas células sin necesidad de su concentracion y purificacion como fue

el caso del resto de los vectores (Figura 391 y J).
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Figura 38. Distribucion intracelular de las proteinas de rotavirus.

Se infectaron células Vero 2-2 con los distintos vectores amplicon indicados en la parte superior
de las fotografias. Las células fijadas y permeabilizadas se marcaron con un suero policlonal anti
rotavirus y se analizaron empleando un microscopio laser confocal. En los paneles superiores de A
y B se muestran las proteinas de rotavirus identificadas en rojo y en los paneles inferiores la
superposicién con los nucleos marcados con DAP | (azul) y EGFP (verde). A. Células infectadas
con vectores simples que expresan VP2, VP6 o VP7. B. Células infectadas con vectores dobles o
triples que expresan distintas combinaciones de VP2, VP6 y VP7 o control (sin transfectar). C.
Células infectadas con HSVS[VP7] en las que se observa la colocalizacion de VP7 (rojo) y

ConcavalinaA conjugada (ConA, violeta). Merge: superposicion. Barras= 5 um.
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Figura 39. Micrografias electronicas de VLPs producidas por vectores amplicon. Se muestran las VLPs de doble
capa concentradas y purificadas a partir de lisados celulares: A-D, K. Vero 2-2, E-F. HelLa, G,H,L. HEK293,
infectadas los vectores amplicbn que se indica en cada micrografia. Las micrografias A,B, E-H, K-L
corresponden a tinciones negativas. Las micrografias C, D corresponden ainmunomarcaciones con oro
coloidal. Las micrografias |, J son secciones ultrafinas de células Vero 2-2 infectadas con HSVT[VP2/6/7].

Barras = 50 nm, excepto micrografias |, J: Barras = 1um.

El andlisis por Western blot permiti6 determinar la composicion de las VLPs detectadas
(Figura 40). En todos los casos, se detectaron las proteinas VP6 y VP2. Sin embargo, no se
detect6 la proteina VP7 en las VLPs ensambladas en células infectadas con los vectores triples
HSVT[VP7/6/2] o HSVT[VP2/6/7]. Esto indicaria que la proteina VP7 no fue incorporada en las
VLPs durante su ensamblado. En conjunto, estos resultados demuestran que la expresion de
las proteinas estructurales de rotavirus codificadas en los vectores amplicén permite el ensamblado
in situ de VLPs de capa doble que incluyen las proteinas VP6 y VP2.
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Figura 40. Proteinas de rotavirus presentes en las VLPs.

Las VLPs concentradas y purificadas a partir de lisados de células Vero 2-2 infectadas con los
vectores amplicon que se indican en la parte superior de las membranas A y B se analizaron por
Western blot empleando un suero policlonal anti rotavirus para la deteccion de las proteinas VP2
(102,7 kDa), VP6 (44,8 kDa) y VP7 (37,4 kDa). Como control positivo se emplearon particulas de
rotavirus (cepa SA11) y como control negativo, lisados de células no infectadas (control). A la
izquierda de cada membrana se indican las posiciones de las bandas del marcador de peso

molecular en kDa.

Resultados del experimento 1

Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 5x105 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2] (ORFs de rotavirus
cepa RRV), 5x105 TU/dosis de HSV[EGFP], o PBS de acuerdo a un cronograma de dos dosis (dias
0 y 21) administradas por via intramuscular. La presencia de anticuerpos anti rotavirus en las
muestras de suero y materia fecal recolectadas durante el experimento se determiné por ELISA
(Figura 41A) y Western blot (Figura 44). Los sueros y la materia fecal de los ratones pertenecientes
a los grupos control inmunizados con PBS o el vector amplicon HSV[EGFP] que no contiene
proteinas de rotavirus, resultaron negativos para IgG e IgA anti rotavirus por ambas técnicas. Por
otro lado, los sueros de los ratones inmunizados con HSVT[VP7/6/2] presentaron niveles muy
bajos de IgG anti rotavirus que sélo fueron detectables en las muestras obtenidas el dia 42 (3
semanas después de la segunda dosis) y que apenas superaron el valor de corte del ELISA
(DO490=0,15). No se detectd IgA anti rotavirus por ELISA en ninguna de las muestras. Al realizar
la deteccion de los anticuerpos por Western blot, pudieron confirmarse los resultados obtenidos
mediante ELISA en cuanto a la deteccion de 1gG especifica en suero. Los anticuerpos
detectados en sueros de ratones inmunizados con HSVT[VP7/6/2] fueron principalmente
especificos para VP6 y en uno de los ratones se detectd IgG especifica para VP2. Por otro lado, en
este mismo grupo de ratones pudo detectarse IgA especifica para VP6 en las muestras de materia

fecal recolectadas el dia 42, aunque la sefial fue débil.
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Tres semanas luego de la segunda dosis, los ratones fueron desafiados con la cepa de
rotavirus wild type murino ECwt. La recoleccion de muestras de materia fecal a lo largo de una
semana para cada raton en forma individual permitié determinar el AUC de excrecion de rotavirus
para cada grupo de ratones y el porcentaje de excrecion con respecto al grupo de ratones control
inoculado con PBS (Figura 42). Estos datos permitieron observar que si bien el grupo de ratones
inmunizado con HSVT[VP7/6/2] excretd un 25,2 % menos de virus que el grupo de ratones control,
la diferencia entre las areas bajo la curva promedio no fue significativa (p>0,05). A pesar de haber
detectado niveles muy bajos de anticuerpos anti rotavirus en el suero de los ratones inmunizados
con HSVT[VP7/6/2] se decidié ensayar una dosis mas elevada de este vector con el objetivo de

verificar si se podria incrementar el porcentaje de proteccion parcial.

Resultados del experimento 2

Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 1x106 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2] (ORFs de rotavirus
cepa RRV), 1x106 TU/dosis de HSVS[VP7] (ORF de rotavirus cepa RRV), 1x106 TU/dosis de
HSVI[EGFP], o PBS de acuerdo a un cronograma de dos dosis (dias 0 y 21) administradas por via
intramuscular. En la Figura 41B se muestran los resultados obtenidos por ELISA para la deteccion
de IgG anti rotavirus. Los sueros y la materia fecal de los ratones pertenecientes a los grupos
control inmunizados con PBS o el vector amplicon HSV[EGFP], resultaron negativos para IgG e IgA
anti rotavirus. Asi también, los ratones inmunizados con el vector HSVS[VP7] no presentaron
anticuerpos detectables anti rotavirus por ELISA ni por Western blot. En cuanto a los ratones
que recibieron dos dosis de 1x106 TU de HSVT[VP7/6/2], los mismos desarrollaron niveles
mas elevados de IgG anti rotavirus al dia 42 en comparacion al grupo de ratones inoculados
con dos dosis de 5x105 TU en el experimento 1. De acuerdo a los resultados obtenidos por
Western blot (Figura 44), estos anticuerpos fueron especificos para VP6. En cuanto a la deteccion
de IgA en materia fecal, a pesar de seguir siendo indetectable por ELISA, se detectaron mayores
niveles por Western blot en comparacion al experimento anterior. Mediante el andlisis
densitométrico de las bandas de IgA anti VP6 de dicho ensayo se puede estimar que la respuesta
fue unas nueve veces mayor al administrar la dosis mas elevada.

Los resultados correspondientes al desafio con rotavirus permitieron detectar un
porcentaje de proteccion del 39,9 % en el grupo de ratones inmunizados con HSVT[VP7/6/2] en
comparacion al grupo control (Figura 42). Esta diferencia fue significativa (p<0,05) y podria estar
asociada a una mayor inmunogenicidad lograda al incrementar la dosis del vector. Los niveles
elevados de IgA especifica anti VP6 en materia fecal son el principal correlato de proteccién en el
modelo de ratén adulto de infeccién por rotavirus77, 150 y se ha sugerido que estos anticuerpos
pueden neutralizar el virus intracelularmente51. En el caso de la administracion intramuscular de un
inmundégeno, se ha descripto que las células B presentadoras de antigeno pueden migrar desde
la periferia hacia los tejidos linfoides asociados a mucosas46. Esto contribuiria a la generacion
de una respuesta de IgA en mucosas y explicaria su deteccién en la materia fecal a pesar de la

administracion intramuscular del antigeno. Alin cuando en este experimento se detectd IgA anti
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rotavirus y la misma podria correlacionarse con la proteccion parcial observada, no puede
descartarse la existencia de otros mecanismos inmunolégicos que estén contribuyendo al
resultado obtenido. En el modelo de ratén, a partir de experiencias con distintos tipos de
inmundégenos (cepas atenuadas, inactivadas, vacunas a subunidad o DNA) y del analisis de
las respuestas generadas a partir de la infeccion natural es posible afirmar que distintos efectores
inmunes pueden ser los responsables de una respuesta protectora. Los mecanismos protectores
también difieren dependiendo de la via de inoculacién, el tipo de adyuvante empleado e incluso el
origen y la pureza de la preparacion112, 190.

Debido a que los anticuerpos detectados en ratones inmunizados con HSVT[VP7/6/2] fueron
mayormente anti VP6, se decidié ensayar en el siguiente experimento la administracion
del vector HSVS[VP6] que solo codifica esta proteina de rotavirus. Los resultados obtenidos
permitirian determinar si la respuesta inmune contra esta proteina es suficiente para inducir, al

menos, una proteccioén parcial.
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Figura 41. 1gG anti rotavirus en ratones inmunizados en los experimentos 1y 2. Los graficos muestran los niveles de
IgG especifica anti rotavirus determinados por ELISA en diluciones 1/100 de los sueros de los ratones inmunizados
con vectores amplicon. En el eje horizontal se indican los dias post inmunizacion (dpi) y debajo el vector amplicén
administrado a cada grupo de ratones. Las barras representan la DO490 promedio para cada grupo y las barras de
error representan la desviacion estandar. A. Experimento 1, B. Experimento 2.
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Figura 42. Proteccion frente al desafio en ratones inmunizados en los experimentos 1y 2.

A. Area bajo la curva de excreciéon promedio para cada grupo de ratones. B.

Porcentaje del area bajo la curva promedio del grupo control (PBS) para cada grupo de ratones, el valor promedio
se indica bajo el nombre del grupo en el eje horizontal. En todos los casos las barras de error representan la
desviacién estandar. A1 y B1. Experimento 1. A2 y B2. Experimento 2. *: p<0,05.

Adicionalmente, se decidié ensayar en otro grupo de ratones la administracién del mismo vector
HSVT[VP7/6/2] luego de su inactivacion con BEIl. En base a resultados previos con vectores
amplicdn que expresan proteinas heterélogas de otros virus56, 203 y resultados obtenidos con el
vector HSVT[VP7/6/2] (no se muestran), pudo detectarse la presencia de las proteinas heterélogas
en las preparaciones de stocks de vectores amplicon. Es por ello que la inoculacién de ratones con
preparaciones inactivadas de estos vectores permite determinar si la respuesta inmune inducida se
debe a la expresion in vivo de las proteinas codificadas o a la presencia de estas proteinas luego
de su expresion in vitro y su incorporacion a las particulas del vector durante el ensamblado en la
linea celular Vero 2-2.

Resultados del experimento 3
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Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 1x106 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2] (ORFs de
rotavirus, cepa RRV), 1x106 TU/dosis de iHSVT[VP7/6/2] (ORFs de rotavirus, cepa RRYV)
inactivado con BEI, 1x106 TU/dosis de HSVS[VP6] (ORF de rotavirus, cepa RRV), 1x106 TU/dosis
de HSV[EGFP], o PBS de acuerdo a un cronograma de dos dosis (dias 0 y 21) administradas por
via intramuscular. En la Figura 43 se muestran los resultados obtenidos por ELISA para la
deteccién de IgG anti rotavirus. Los sueros y la materia fecal de los ratones pertenecientes a los
grupos control inmunizados con PBS o el vector amplicon HSV[EGFP], resultaron negativos para
IgG e IgA anti rotavirus. Asi también, los ratones inmunizados con el vector inactivado
iIHSVT[VP7/6/2] no presentaron anticuerpos detectables anti rotavirus por ELISA ni por Western
blot (Figura 44). Estos resultados indican que los anticuerpos anti rotavirus detectados en los
ratones inmunizados con HSVT[VP7/6/2] son inducidos a partir de la expresion in situ de estas
proteinas y no como un resultado de la presencia de las mismas en los stocks de vector amplicon
generadas durante su produccion en cultivo celular.

Como se observa en la figura, los niveles de IgG anti VP6 en el suero de los ratones
inmunizados con HSVS[VP6] fueron mucho mayores que los determinados en los ratones
inmunizados con HSVT[VP7/6/2]. Esto es consistente con el mayor nivel de expresién de VP6
esperado para el primer vector considerando los resultados anteriores (Figura 37). Como se
menciond anteriormente, la expresion de los genes incluidos en los vectores amplicon
disminuye al aumentar el nimero de genes en el policistron y el tamafio general del cassette
transgénico  debido a que seincorporan menos copias de cada uno duranteel
empaquetamiento del virus. Sin embargo la mayor respuesta de IgG en suero no se vié reflejada al
medir IgA anti VP6 en la materia fecal ya que no se detectd su presencia por ELISA ni por Western
blot (Figura 44).

Los resultados correspondientes al desafio con rotavirus permitieron observar que el Unico
grupo de ratones que presentd proteccion parcial (46,9 %, p<0,05) fue el inmunizado con
HSVT[VP7/6/2] (Figura 45). Ni el vector simple HSVS[VP6], ni el vector inactivado iHSVT[VP7/6/2]
mostraron una disminucion significativa de la excrecion de virus con respecto a los ratones
inmunizados con PBS. Nuevamente pudo detectarse una correlacion entre la proteccion parcial y la
deteccion de IgA anti rotavirus por Western blot, ya que la misma sélo se detectd en los ratones

gue resultaron parcialmente protegidos frente al desafio.
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Figura 43. 1gG anti rotavirus en ratones inmunizados en el experimento 3.

Los graficos muestran los niveles de IgG especifica anti rotavirus determinados por ELISA en diluciones 1/100 de
los sueros de los ratones inmunizados con los vectores amplicon. En el eje horizontal se indican los dias post
inmunizacién (dpi) y debajo el vector amplicon administrado a cada grupo de ratones. Las barras representan la
DO0490 promedio para cada grupo y las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 44. Western blot de las muestras obtenidas en los experimentos 1, 2y 3.

Las proteinas de rotavirus (cepa RRV) se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas a partir de las que se obtuvieron calles individuales. Estas se emplearon para analizar
las muestras obtenidas de ratones inmunizados con los distintos vectores amplicon que se indican
en la parte superior de cada panel. En el caso de HSVT[VP7/6/2] se indica ademés la dosis
ensayada. Cada calle fue incubada con muestras de suero 1/100 o materia fecal (MF) 1/5 para
determinacién de IgG o IgA anti rotavirus, respectivamente como se indica a la derecha de cada
panel. (+): Se emple6 suero policlonal anti RRV y materia fecal de ratones infectados con ECwt

como controles positivos de IgG e IgA anti rotavirus, respectivamente.
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Figura 45. Proteccion frente al desafio en ratones inmunizados en el experimento 3. A. Area bajo la curva de
excrecion promedio para cada grupo de ratones. B. Porcentaje del area bajo la curva promedio del grupo control
(PBS) para cada grupo de ratones, el valor promedio se indica bajo el nombre del grupo en el eje horizontal. En
todos los casos las barras de error representan la desviacién estandar. *: p<0,05.

Los resultados obtenidos hasta este punto indicarian que es necesaria la coexpresion de mas
de una proteina de rotavirus (adicionalmente a VP6) y, presumiblemente, la formaciéon de VLPs
para obtener una proteccién parcial. Por este motivo, se incluyé en el siguiente experimento
un grupo de ratones inmunizados con el vector amplicon HSVD[VP6/2] que coexpresa VP6 y VP2.
Como se indico previamente, este vector, asi como HSVT[VP7/6/2], son capaces de inducir la
formacion de VLPs de rotavirus por transduccion de células de mamifero.

Adicionalmente, se incorpor6 un nuevo vector al siguiente experimento, basado en las
secuencias optimizadas de las proteinas VP2, VP6 y VP7 de la cepa Wa de rotavirus
(HSVT[VP2/6/7]). En los resultados presentados antes en cuanto a la expresion de proteinas de
rotavirus en células transducidas con estos vectores, pudo observarse que los niveles de expresion
fueron mayores y se detectaron VLPs en cortes ultrafinos de las células (Figura 39 I, J). Por estos
motivos se decidio evaluar si era capaz de inducir una respuesta protectora mayor a la obtenida en
ratones inmunizados con HSVT[VP7/6/2], basado en las secuencias no optimizadas de la cepa

RRYV de rotavirus.

Resultados del experimento 4
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Se inmunizaron grupos de 5 ratones con 1x106 TU/dosis de HSVT[VP7/6/2] (ORFs de rotavirus,
cepa RRV), 1x106 TU/dosis de HSVD[VP6/2] (ORFs de rotavirus, cepa RRV), 1x106 TU/dosis de
HSVT[VP2/6/7] (ORFs optimizados de rotavirus, cepa Wa), 1x106 TU/dosis de HSV[EGFP], 20
Mg de iWa o PBS de acuerdo a un cronograma de dos dosis (dias 0 y 21) administradas por via
intramuscular. En la Figura 46 se muestran los resultados obtenidos por ELISA para la deteccion de
IgG anti rotavirus. Los sueros y la materia fecal de los ratones pertenecientes a los grupos control
inmunizados con PBS o el vector amplicén HSV[EGFP], resultaron negativos para IgG e IgA anti
rotavirus.

Al igual que lo observado en el experimento anterior, los mayores niveles de IgG anti rotavirus
en suero se obtuvieron por inmunizacién con el vector amplicon simple HSVS[VP6] (D0O490=3,75)
que incluye 20 copias del pldsmido amplicén. El nimero estimado de copias se calcul6 dividiendo el
tamafo del genoma de HSV-1 (150 kpb) por el tamafio del pldsmido amplicén. El vector amplicén
doble HSVD[VP6/2] (14 copias) evaluado en este experimento indujo niveles menores
(DO490=2,63) de IgG anti rotavirus (mayoritariamente anti VP6), pero aun mayores que los
inducidos por el vector amplicon triple HSVT[VP7/6/2] (DO490=1,64) que incluye 12 copias. Los
anticuerpos especificos alcanzaron niveles mayores cuando se inmuniz6 con el vector triple
HSVT[VP2/6/7] (DO490=2,39), a pesar de que también contiene 12 copias del plasmido amplicén.
Esto se corresponde con los mayores niveles de expresién observados in vitro para este vector,

probablemente debido a la optimizacion de codones de las secuencias.
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Figura 46. 1gG anti rotavirus en ratones inmunizados en el experimento 4.

Los graficos muestran los niveles de 1gG especifica anti rotavirus determinados por ELISA en diluciones 1/100 de
los sueros de los ratones inmunizados con los vectores amplicén. En el eje horizontal se indican los dias post
inmunizacién (dpi) y debajo el vector amplicén administrado a cada grupo de ratones. Las barras representan la
DO0490 promedio para cada grupo y las barras de error representan la desviacion estandar.
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Con el objetivo de confirmar estos resultados de manera méas confiable, se llevé a cabo la
titulacion de los anticuerpos por ELISA (Tabla 10). Los titulos alcanzados por el vector simple casi
duplicaron los obtenidos con el vector doble y fueron ocho veces mayores que los obtenidos con los
vectores triples. También pudo verificarse que el vector HSVT[VP2/6/7] indujo titulos mas altos que
el otro vector triple HSVT[VP7/6/2].

Tabla 10. Titulos de IgG anti rotavirus determinados por ELISA en los sueros obtenidos al dia

42 de los ratones inmunizados con los distintos vectores amplicon.

Vector amplicon Experimento Titulo ‘Rango
HSVS[VP6] 3 76.800 51.200 — 102.400
HSVD[VP6/2] 4 41.600 12.800 — 102.400
2 9.600 3.200 — 12.800
3 9.600 6.400 — 12.800
HSVTIVP7/6/2] 4 8.320 3.200 — 12.800
HSVT[VP2/6/7] 4 11.200 6.400 — 12.800

En la Figura 47 se presentan los resultados obtenidos por medio del andlisis por Western blot
de las muestras obtenidas durante este experimento. Los sueros de los ratones inmunizados con
rotavirus iWa presentaron IgG anti VP6 y anti VP2 pero fueron negativos para IgA anti rotavirus. En
el grupo de los ratones inmunizados con el vector HSVT[VP7/6/2], se reprodujeron los resultados
de experimentos anteriores. En los sueros de los ratones inmunizados con HSVD[VP6/2] se
detect6 IgG e IgA anti VP6 en el suero y en la materia fecal, respectivamente. En particular para los
grupos de ratones iWa y HSVD[VP6/2] las muestras de suero debieron ser diluidas 1/200 para
obtener bandas discretas al revelar las membranas de Western blot, debido a los niveles elevados
de anticuerpos especificos presentes. Los sueros de los ratones inmunizados con HSVT[VP2/6/7]
presentaron IgG anti VP6 y anti VP2 en dos de los cinco ratones, mientras que los anticuerpos de
tipo IgA detectados estuvieron dirigidos sélo contra VP6. En resumen, los tres grupos cuyas
muestras de  materiafecal fueron positivas para IgA anti rotavirus fueron
HSVD[VP6/2], HSVT[VP7/6/2] y HSVT[VP2/6/7].

Los resultados correspondientes al desafio con rotavirus se presentan en la Figura 48 y
permitieron observar que los Unicos dos grupos protegidos parcialmente fueron los
correspondientes a los ratones inmunizados con iWa y con el vector amplicon HSVT[VP2/6/7] (56,3
%, p<0,01 y 44,6 %, p<0,05, respectivamente). En este experimento, la respuesta protectora
inducida por los vectores amplicon HSVT[VP7/6/2] (21,3 %) y HSVD[VP6/2] (18,9 %) no fue
significativa al comparar las &reas bajo la curva de excrecion con las del grupo de ratones control
inoculados con PBS. Sin embargo, la diferencia si es significativa para ambos vectores (p<0,05) al
realizar la comparacién de las &reas bajo la curva con las del grupo de ratones control inoculados

con el vector amplicon HSV[EGFP]. En este experimento la proteccion parcial inducida por
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HSVT[VP7/6/2] no alcanz6 los porcentajes obtenidos en experimentos previos probablemente

debido a que en cada experimento se emplearon diferentes stocks del vector, los cuales

procedian de eventos de

produccién independientes.
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Figura 47. Andlisis por Western blot de las muestras obtenidas en el experimento 4. Las proteinas de rotavirus cepa
RRV se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas a partir de las que se obtuvieron calles
individuales. Estas se emplearon para analizar las muestras obtenidas de ratones inmunizados los distintos vectores
amplicén que se indican en la parte superior de cada panel. Cada calle fue incubada con muestras de suero 1/100
(1/200 para los grupos iWa y HSVD[ VP6/2]) o materia fecal (MF) 1/5 para la determinacion de IgG o IgA anti
rotavirus, respectivamente, como se indica a la derecha de cada panel. (+): Se empleé suero policlonal anti RRV y

la materia fecal de ratones infectados con EC wt como controles positivos de

respectivamente.

IgG e IgA anti rotavirus,

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



15.0-

12.5-

10.0- —
[0 — =
S 7.5- -1 *
< —1—

5.0

2.54

0.0-

] 1
iWa  HSV,[VP7/6/2] HSV,[VP6/2] HSV,[VP2/6/7] HSV[EGFP] = PBS

1254

100+

754

504

|
o1
o

% AUC PBS

Ll 1 1 1 Ll
iWa HSV,[VP7/6/2] HSV,[VP6/2] HSV,[VP2/6/7] HSV[EGFP] PBS
43,7% 78,8% 81,1% 55,4% 108,6% 100,0%

Figura 48. Proteccion frente al desafio en ratones inmunizados en el experimento 4. A. Area bajo la curva de
excrecion promedio para cada grupo de ratones. B. Porcentaje del area bajo la curva promedio del grupo PBS para
cada grupo de ratones, el valor promedio se indica bajo el nombre del grupo en el eje horizontal. En todos los casos
las barras de error representan la desviacion estandar. *: p<0,05, **: p<0,01.

La plataforma de produccion de vectores amplicén basados en HSV-1, inicialmente desarrollada
para terapia génica, presenta una serie de caracteristicas que la hacen atractiva como para la
generacién de vectores destinados a la inmunizacion73, 170. Los vectores amplicon tienen
una gran capacidad transgénica de aproximadamente 150 kpb, lo que permite el delivery de genes
de gran tamafo o incluso de multiples genes, lo que permitiria la expresién de antigenos
multiples56, 216, 228. Adicionalmente, debido a que estos vectores no requieren del empleo de un
virus helper durante su produccion, carecen de la capacidad de replicacién y no expresan genes
inmunosupresores (como ICP27) se presentan como seguros.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis, se ha demostrado la expresion eficiente
de hasta cuatro transgenes diferentes a partir de un mismo vector amplicén policistrénico.
Asimismo, los vectores amplicon que codifican las proteinas estructurales de rotavirus VP6 y VP2,
permitieron la formacién de VLPs en las células infectadas con estos vectores y, al inyectarlos a
ratones, indujeron una respuesta inmune especifica anti rotavirus asi como una respuesta

protectora frente a un desafio con rotavirus wild type. A pesar de que otros vectores virales se
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han empleado anteriormente para coexpresar las proteinas de rotavirus VP6 y VP2, no se ha
investigado su potencial como vacunas96, 164.

El uso de un sistema de delivery, como lo son los vectores amplicon, que permita la produccion
de VLPs heterdlogas, provee la ventaja adicional de no requerir los pasos de purificacion de las
VLPs producidas. También es importante remarcar que, a diferencia de la inoculacion con las VLPs
purificadas, el delivery de los genes que codifican sus componentes resulta en la produccion
intracelular de los antigenos en las células del hospedador. Esta situacion se asemeja al evento en
el que las células sostienen la replicacion del patdgeno y, razonablemente, deben ser mas
eficientes induciendo distintos tipos de respuestas inmunes celulares. A pesar de que los vectores
amplicdn no expresan ningln gen de HSV-1, pueden estimular el sistema inmune al proveer
funciones adyuvantes a través de las proteinas estructurales de HSV-1 que forman la particula
del vector32.

La administracion intramuscular en ratones de dos dosis de 1x106 TU de vectores amplicon
gue codifican la proteina VP6 o la proteina VP6 en conjunto con VP2 y VP7, indujo una respuesta
inmune especifica. Esta respuesta se detectd como IgG sistémica e IgA en materia fecal. En
ninguno de los experimentos realizados se encontraron anticuerpos anti rotavirus de tipo IgA en
muestras de suero o de tipo IgG en muestras de materia fecal. Los anticuerpos especificos de tipo
IgA en la materia fecal s6lo pudieron detectarse por Western blot empleando un sustrato
quimioluminiscente para su revelado, una técnica mucho mas sensible que el ELISA colorimétrico.
Los anticuerpos estuvieron dirigidos principalmente contra VP6 y en algunos ratones también se
detectaron anticuerpos anti VP2. En ninglin caso se detect6 anticuerpos anti VP7. Estos resultados
podrian estar relacionados con el hecho de que los vectores que codifican VP6, VP2 y VP7
permitieron la formacion de VLPs compuestas exclusivamente por VP6y VP2. Adicionalmente,
el vector simple que so6lo expresa la proteina VP7 no resultd inmunogénico. Debido a que los
Unicos vectores que fueron capaces de inducir una respuesta protectora luego de su administracion
in vivo fueron aquellos que demostraron producir VLPs de rotavirus in vitro, podria afirmarse que
este es un requisito necesario para la generacion de este tipo de respuesta.

En base a la hipotesis recién expuesta, se estudio el tejido muscular de los ratones inmunizados
por microscopia electrénica y Western blot, pero no pudieron detectarse VLPs ni antigenos de
rotavirus (los resultados no se muestran). Sin embargo, tampoco pudieron detectarse
particulas virales 24 horas después de la inoculacion de hasta 109 particulas inactivadas de
rotavirus. Esto sugeriria que las particulas podrian ser degradadas rapidamente o ser transportadas
desde el musculo hasta los ganglios linfaticos regionales203, 204. Los vectores amplicon son
capaces de infectar eficientemente células presentadoras de antigeno, incluyendo células
dendriticas204 que podrian migrar desde el tejido muscular y dificultarian la deteccién de los
antigenos expresados in situ. Por otro lado, los vectores amplicon no infectan células musculares
de ratén eficientemente230. Esta ineficiencia se ha atribuido a la lamina basal ya que se cree que

actla como una barrera fisica para virus grandes, tales como HSV-1 y adenovirus, impidiendo el
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contacto con la membrana celular107. La eleccién de la via intramuscular para la inoculacion de los
ratones se baso en estudios previos que demostraron que esta via permitié obtener los niveles mas
altos de anticuerpos especificos.

A pesar de que no se detectaron VLPs in vivo, los resultados sugieren fuertemente que las
respuestas inmune y protectora obtenidas se deben a la sintesis de novo de multiples transgenes
de rotavirus en una misma célula, una situacion que, al menos en cultivo celular, condujo al
ensamblado de VLPs de rotavirus. En otros estudios en los que se han ensayado como
inmundgenos particulas de rotavirus inactivadas, VLPs o DNA que codifica para VP617, 151, 239,
la via parenteral de inmunizacion resulté eficiente para inducir proteccion parcial contra rotavirus.
Es importante destacar que en algunos de estos casos fue necesaria la coadministracién de
adyuvantes mientras que en el presente caso, los vectores amplicon fueron administrados sin

aditivos.

Conclusiones

Muchos estudios han destacado el potencial de los vectores basados en HSV-1 que codifican
genes heterélogos como inmundgenos potenciales. A pesar de que estos vectores tienen mucho en
comuUn con otros vectores virales en desarrollo, también presentan caracteristicas Unicas que los
vuelven candidatos atractivos como vacunas. Al igual que los sistemas basados en adenovirus,
son capaces de expresar cantidades importantes de los transgenes que codifican. Sin embargo,
a diferencia de muchos vectores virales (incluyendo los vectores basados en HSV-1
recombinantes), los vectores basados en HSV-1 de tipo amplicon en particular, no codifican
ninguna proteina viral. Esta caracteristica es particularmente importante para la expresién de
proteinas moderadamente inmunogénicas. Adicionalmente, los stocks de vectores amplicon del tipo
utilizado en este trabajo no se encuentran contaminados con virus helper, lo cual es beneficioso en
términos de seguridad. Finalmente, la caracteristica mas importante de estos vectores es su gran
capacidad para incorporar hasta 150 kpb de pladsmido amplicon. Como resultado, puede ser
empleado para el delivery de mdltiples genes.

En esta tercera parte de la tesis, se evalu6 la inmunogenicidad y la capacidad
protectora inducida por la administracion de vectores amplicén que codifican una o mas proteinas
estructurales de rotavirus. La expresion de los genes incorporados en cada vector, se confirmo por
transduccion de lineas celulares y analisis por Western blot; y su localizacién intracelular, por
inmunofluorescencia. Lo que es mas importante, pudo demostrarse que estos vectores permitieron
el ensamblado de VLPs de rotavirus en cultivo celular.

La inmunizacion de ratones con estos vectores no solo permitié inducir una respuesta inmune
humoral sistémica y de mucosas, sino también proteccion parcial frente al desafio con una cepa de
rotavirus wild type. Los vectores responsables de esta inmunidad protectora fueron aquellos para
los que se observo formacion de VLPs en cultivo celular y que lograron inducir anticuerpos de tipo

IgA especificos para la proteina VP6 en la mucosa intestinal.
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Estos resultados son alentadores para el desarrollo de prototipos de vacunas empleando
esta plataforma de produccion de vectores virales que expresen genes de rotavirus o de otros
patégenos. Adicionalmente estos vectores ya han sido empleados como herramientas en

estudios de las funciones e interacciones entre proteinas de rotavirus69.

* Los resultados correspondientes a la construccion y produccién de los vectores amplicon basados en
HSV-1 y los andlisis de expresién por Western blot, inmunofluorescencia y microscopia electronica
fueron realizados por la Dra. Andrea Laimbacher (Institute of Virology, University of Zurich, Suiza) como
parte de la colaboracion con el Laboratorio de Inmunologia y Virologia, Universidad Nacional de

Quilmes en el marco del proyecto HEVAR (HErpes based Vaccines Against Rotavirus) financiado por
la Comunidad Europea.
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PARTE IV

EVALUACIO DE LA RESPUESTA| MU E Y DE LA PROTECCIO | DUCIDA POR
LACTOCOCCUS LACTIS QUE EXPRESA PROTEI AS DE ROTAVIRUS

Introduccion

Bacterias del acido lactico

Las bacterias del &cido lactico (BAL) comprenden un grupo heterogéneo de bacterias que
incluyen especies de Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y Lactobacillus.
Aunque diverso, los integrantes de este grupo comparten caracteristicas comunes: a) son Gram-
positivos, b) anaerobios facultativos, ¢) no son productores de catalasa, d) son inmdviles y
principalmente e) convierten azlcares en &cido lactico. Estas bacterias ocupan un rango amplio de
nichos que incluyen la leche, la superficie de plantas y superficies mucosas de vertebrados88.

Las BAL tienen una larga historia en la elaboracion de productos fermentados y como
biopreservantes de alimentos. Por lo tanto, se las denomina organismos seguros o GRAS
(Generally Recognized as Safe) de acuerdo a la Agencia de Drogas y Alimentos (FDA) de Estados
Unidos. Asimismo cumplen los criterios de QPS (Qualified Presumption of Safety) de la Autoridad
Europea de Seguridad de Alimentos (EFSA). Algunas cepas de BAL tienen un rol importante en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal y ofrecen efectos beneficiosos por los que son
consumidas como probidticos. Estas caracteristicas, sumadas a la capacidad de las BAL de
sobrevivir durante el pasaje a lo largo del tracto gastrointestinal, hacen de estas bacterias
excelentes candidatos para el delivery de moléculas terapéuticas a mucosas8s.

El interés en el uso de BAL como vehiculos de delivery se enfocd inicialmente en el desarrollo
de vacunas de mucosas. Esta aplicacion deriva de una serie de investigaciones que han
demostrado que es necesario un sistema de delivery que evite la degradacion y promueva la
captacion del antigeno en el tracto gastrointestinal, a la vez que estimule respuestas
adaptativas en lugar de inducir tolerancia, como sucede cuando se administran antigenos solubles
por via oral120, 163. Una de las principales ventajas de las BAL como vehiculos vacunales es su
potencial para inducir la produccion de IgA secretoria antigeno-especifica. Actualmente se acepta
qgue las vacunas de mucosas capaces de inducir la produccién tanto de IgA secretoria como
respuestas inmunes sistémicas efectivas podrian tener ventajas sobre muchas vacunas existentes.
Algunas vacunas basadas en BAL han inducido la produccién de IgA antigeno-especifica en
materia fecal, saliva, lavados broncoalveolares y lavados intestinales, asi como células secretoras

de IgA antigeno-especificas en los pulmones y los ganglios linfaticos mesentéricos234.
Interacciones hospedador-BAL en las superficies mucosas

Siempre que sobrevivan al transito a través del estdbmago, la mayoria de las bacterias que se

introducen en el tracto intestinal terminan en el limen o atrapadas en la capa de mucus secretada
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por las células caliciformes del epitelio del intestino delgado y grueso. Asi, las proteinas
provenientes de bacterias lisadas o0 secretadas por bacterias vivas pueden entrar en contacto con el
epitelio de la mucosa. Los anticuerpos IgA poliméricos (plgA) secretados por las células
plasméticas maduras de la |lAmina propia alcanzan el lumen intestinal mediante el mecanismo de
transcitosis llevado a cabo por los enterocitos por medio del receptor de plgA y podrian ser un
factor controlador de la persistencia de las bacterias y su captacion.

Las bacterias que entran en contacto con la superficie apical del epitelio podrian ser
muestreadas por células dendriticas cuyas protrusiones, ubicadas entre los enterocitos, alcanzan
el lumen intestinal. Estos eventos aumentan durante la inflamacién, debido al reclutamiento
quimiotactico de las células dendriticas y podrian ocurrir también en los foliculos linfoides
aislados en el epitelio del colon137, 234.

Sin embargo, el principal punto de entrada de las bacterias u otros antigenos particulados son
generalmente las células M localizadas en las placas de Peyer vy, posiblemente, en los
foliculos linfoides aislados méas pequefios. Sin embargo, adn es controversial el requisito de las
placas de Peyer para la induccion de la inmunidad y la tolerancia oral. Las células dendriticas de
las placas de Peyer pueden fagocitar bacterias y trasladarse a los ganglios linfaticos mesentéricos
donde pueden iniciar una respuesta de células T contra antigenos derivados de las bacterias
(Figura 49)137, 234.

Produccién de proteinas heterdlogas en Lactococcus lactis

Lactococcus lactis es una bacteria no invasiva, heterofermentativa y mesdfila (su temperatura
optima de crecimiento es alrededor de los 30 °C) y es el miembro mejor caracterizado de las
BAL, considerado el organismo modelo de este grupo. Esto se debe no sélo a su importancia
econdmica, sino también a las siguientes caracteristicas: a) su genoma se encuentra secuenciado
completamente, b) es féacil de manipular genéticamente y c) ya se han desarrollado numerosas
herramientas genéticas para esta especie60, 183. A diferencia de otras BAL, L. lactis no coloniza el
tracto digestivo. En ratones, el tiempo de persistencia es menor a las 24 horas y, en humanos, L.
lactis atraviesa el tracto gastrointestinal dentro de los tres dias de su ingestionl155. Existen muy
pocas proteinas secretadas naturalmente por L. lactis y las cepas libres de plasmido no producen la
proteasa extracitoplasmética PrtP. Estas son caracteristicas que facilitan la expresion, purificacion
y andlisis de diversas proteinas de interés biotecnol6gico158.

Si bien se han desarrollado numerosos sistemas de expresion para L. lactis, el mas utilizado es
el de la expresion controlada por nisina o .isin Controlled Expression (NICE), que se basa en la
combinacién del promotor PnisA y los genes reguladores nisR y nisK (involucrados en la biosintesis
y la expresion de nisina) (Figura 50). La nisina es un péptido de 34 aminoacidos que posee
actividad antimicrobiana y es ampliamente utilizado en la industria alimentaria como conservante

natural de alimentos. Para explotar el mecanismo de autoinduccion de la nisina para la expresion
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de genes heterdlogos se aislaron las secuencias de los genes involucrados nisK y nisR y se
insertaron en el cromosoma de L. lactis cremoris MG1363 (nisina negativa), creando la cepa
NZ9000128. Cuando se inserta un gen de interés detrds del promotor PnisA en un plasmido puede
inducirse la expresion del mismo por agregado de cantidades sub-inhibitorias de nisina (0,1 - 10
ng/ml) al medio de cultivo59.

Existe una gran variedad de vectores de expresion que contienen el promotor PnisA seguido de
multiples sitios de clonado (MCS) que permiten la insercion de genes heterdlogos. Este sistema
ha demostrado ser muy versétil y se ha empleado ampliamente para la sobreproduccion de varias
proteinas heter6logas167.
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Figura 49. Destino de las BAL en el tracto gastrointestinal.
1. Las bacterias pueden estar presentes en el lumen intestinal o en la capa de mucus. 2.

Las inmunoglobulinas A pueden alcanzar el lumen transportadas por el receptor de IgA polimérica y unirse a
bacterias o antigenos solubles. 3. Las bacterias pueden ser endocitadas por protrusiones de las células dendriticas
que atraviesan el epitelio de la mucosa. 4. Las bacterias pueden atravesar el epitelio de la mucosa a través de
células M en las placas de Peyer. 5. Las células dendriticas pueden fagocitar bacterias o sus proteinas y trasladarse
a los ganglios mesentéricos iniciando una respuesta inmune. Adaptado de Wells et al, 2008234.
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Direccionamiento de proteinas en Lactococcus lactis

El antigeno heterdlogo expresado en L. lactis puede ser dirigido a distintos compartimientos
celulares: el citoplasma, el medio extracelular o la pared bacteriana (Figura 50). Las proteinas
destinadas a ser exportadas fuera de la célula son sintetizadas como precursores formados por la
proteina madura y un péptido sefal localizado en el extremo N- terminal. Este péptido posee un
centro hidrofébico, mientras que ambos extremos se encuentran cargados. Es reconocido y
clivado por la maquinaria involucrada en la via secretoria de las proteinas lo que permite la
transferencia de la proteina a través de la membrana y la liberacion al medio extracelular.
Numerosas proteinas eucariotas, procariotas y virales han sido producidas y secretadas en L.
lactis. En la gran mayoria se utilizé el péptido sefal (PS) perteneciente a la proteina Usp45 de L.
lactis MG1363123, 157.

La estrategia mas utilizada para exponer proteinas en la superficie de las BAL implica el
direccionamiento a través de un dominio de anclaje a la pared celular (CWA, cell wall anchor) que
consiste en un pentapéptido conservado (LPXTG). Cuando este dominio se fusiona al extremo C-
terminal de una proteina secretada, ésta es reconocida por la sortasa unida a la membrana. Esta
enzima cataliza una reaccién de transpeptidacion que forma un enlace covalente entre la proteina y
el peptidoglucano en la pared celular67. Las proteinas de anclado a la pared celular de bacterias
Gram positivas mejor caracterizadas son la proteina A de Staphylococcus aureus y la proteina
M6 de Streptococcus pyogenes por lo que sus dominios de anclaje son los més empleados en
estas estrategias de direccionamiento a pared celular167.

Lactococcus lactis como vehiculo de antigenos heterdlogos

En los dltimos afios ha comenzado a vislumbrarse una potencial aplicacion de las BAL en el
area de la salud a partir de la posibilidad de obtener cepas recombinantes capaces de expresar
proteinas de microorganismos patogénicos con el objetivo de utilizarlas como vectores
vacunales vivos. Los mismos revisten una gran importancia desde el punto de vista de la salud
publica ya que poseen bajos costos de produccién, son muy faciles de administrar y poseen un
elevado margen de seguridad15. Asi, las BAL podrian actuar como un sistema de produccion y
transporte de antigenos a las superficies mucosas facilitando su interaccion con las células del
sistema inmune.

Se han expresado un gran nimero de antigenos heterélogos en L. lactis con elevados niveles
de produccién (hasta un 60 % de las proteinas solubles totales)59. Sin embargo, el estudio
inmunolégico més completo se llevd a cabo con L. lactis recombinante expresando el fragmento C

de la toxina tetanica (TTFC).
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Figura 50. Representacion esquematica del sistema de expresion ICE.

La expresion de genes en respuesta a la induccidn con nisina involucra una proteina de
membrana (Nis K) que funciona como sensor y detecta nisina extracelular. La sefial es transferida a
NisR a través de un proceso de fosforilacion que la activa. Esta proteina citoplasmatica reguladora
controla la activacion de la transcripcién a partir del promotor PnisA. El mecanis mo de
autoinduccion de nisina se emplea como sistema de expresion de genes heterdlogos en L. lactis.
Dependiendo de la presencia o ausencia de sefiales de direccionamiento, la proteina se expresa en
el citoplas ma, se secreta al medio exterior o es anclada en la pared celular.

Inicialmente se estudié su administracion en ratones, sin adyuvante y por via subcutanea,
empleando las tres variantes posibles del sistema (expresién intracelular, anclada a la pared o
secretada). Los resultados obtenidos por Robinson et. al.194 mostraron que las tres variantes eran
capaces de generar anticuerpos protectores frente al desafio letal con la toxina, y que la dosis de L.
lactis requerida para obtener esta respuesta dependia principalmente de la cantidad de antigeno
expresada en cada caso. Sin embargo, cuando se expresaba una cantidad limitada de TTFC los
anticuerpos protectores inducidos alcanzaban mayores niveles si dicho antigeno se hallaba anclado
a la pared. En otros experimentos, se ensay6 su administracion por las vias oral e intranasal. La
inmunizacién por ambas vias permitidé detectar anticuerpos IgG especificos en el suero asi como
anticuerpos IgA especificos en la materia fecal, y en ambos casos se obtuvo inmunidad
protectora. Es importante destacar que los titulos de anticuerpos fueron similares cuando se
emplearon L. lactis vivos o inactivados mediante métodos quimicos165, 166, 194, 195.

En cuanto a los antigenos virales expresados en L. lactis, el mas estudiado fue la proteina E7
de HPV-16. Los primeros resultados obtenidos demostraron que la proteina es muy labil y se
degrada rapidamente en el citoplasma de L. lactis16. En contraste, las variantes secretada y
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anclada a la pared evitaron la protedlisis y resultaron en mayor produccion, sugiriendo que estas
dos opciones son alternativas validas para estabilizar y obtener mayores niveles de expresion de
proteinas heter6logas en L. lactis. Cuando se inmunizaron ratones por via intranasal con los
lactococos recombinantes que expresan E7 se indujo tanto una respuesta humoral (anticuerpos anti
E7) como celular (secrecion de las citoquinas IL-2 e IFNy). Estas respuestas fueron mayores en los
ratones inmunizados con la variante anclada a la paredl4. La co-administracion de estos
lactococos recombinantes que expresan E7 con lactococos que secretan IL-12 se evalué en un
modelo de ratén en el que se inducen tumores por HP V-16. Los ratones inmunizados resultaron
completamente protegidos frente al desafio en este modelo. La inmunizacién terapéutica con
estos lactococos, una semana después de la induccién del tumor, resulté en la remision de los
tumores palpables13.

En resumen, aunque la mayoria de los estudios inmunoldgicos se han llevado a cabo con L.
lactis que producen los antigenos TTFC o E7, los estudios que avalan el uso de lactococos
recombinantes como vacunas de mucosas para el delivery de proteinas terapéuticas aumentan
continuamente con un promedio de 20 publicaciones por afio. Se han descripto cepas
recombinantes de L. lactis como vacunas de mucosas que expresan un gran numero de antigenos
distintos derivados de bacterias, virus y parasitos13, 155, 156, 183, 234.

En particular, la expresién de proteinas de rotavirus en L. lactis se reporté anteriormente
por Enouf et. al.71 (proteina NSP4), Perez et. al.179 (proteina VP7), Li et. al.127 (proteina VP4),
Marelli et. al.139 y Rodriguez-Diaz et. al.196 (proteina VP8*). En todos los casos se demostro la
induccién de anticuerpos especificos luego de la administracion a ratones pero no se realizaron

desafios con rotavirus para evaluar la existencia de proteccion.

Caracteristicas particulares de la proteina VP6 de rotavirus

La proteina VP6 de rotavirus es la mas abundante ya que constituye el 51 % de la masa
molecular de la particula viral. Las cepas de rotavirus se clasifican en especies definidas en base a
la inmunogenicidad de la proteina VP6, también conocida como antigeno de grupo, de las cuales
la méas prevalente en humanos es la especie A75. Se encuentra altamente conservada, con
menos de 13 % de divergencia aminoacidica entre cepas de rotavirus que infectan mamiferos.
Probablemente debido a estas caracteristicas, la mayoria de los anticuerpos inducidos en
individuos infectados son especificos para VP6108, 217.

Cuando el rotavirus ingresa a las células se remueven las proteinas VP7 y VP4 de la capa
externa creando una particula de doble capa recubierta de VP6. A pesar de que VP6 no es la
transcriptasa viral, la integridad de estas particulas es necesaria para este proceso, convirtiendo
asi a la VP6 en una proteina esencial para el ciclo de replicacion viral. Estas propiedades
combinadas con un posible rol en la inmunidad frente a la infeccion demuestran la importancia de
esta proteina55, 75, 153.
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Se ha demostrado que la inmunizacion con la proteina VP6 (cédmo Unico antigeno viral) en
presencia de un adyuvante, puede inducir una respuesta inmune protectora, al menos en el modelo
murino de infeccion. También se comprobd que la proteccién inducida se mantuvo intacta durante
al menos un afio y no dependia de la cepa de ratén utilizada ni de la cepa murina de rotavirus
empleada para el desafio. Por otra parte, la evaluacién de la proteccion cruzada, inducida por
dos proteinas VP6 divergentes, permite especular, sobre bases experimentales, que una vacuna
que incluya VP6 de cualquier rotavirus que infecte mamiferos podria proteger contra la infeccion

ocasionada por cualquier otra cepab5, 153, 219.

Objetivo general

Evaluar la bacteria del &cido lactico Lactococcus lactis como vehiculo de delivery antigénico a
mucosas en un modelo de rotavirus

Objetivos particulares

-Generar una cepa de Lactococcus lactis recombinante que exprese la proteina VP6 de rotavirus
anclada a la pared celular empleando el sistema NICE.

-Optimizar la expresién de la proteina VP6 y confirmar su localizacion en la pared bacteriana.

-Evaluar la capacidad de Lactococcus lactis de inducir anticuerpos especificos para rotavirus en
ratones inmunizados.

-Evaluar la capacidad de Lactococcus lactis de inducir proteccion frente al desafio con rotavirus en
ratones inmunizados.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y manipulacion del D A. La cepa L. lactis NZ9000 fue cedida gentilmente
por el Dr. Christian Magni (Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, Argentina) y fue
crecida en medio de cultivo M17 (Biokar Diagnostics, Beuvais, Francia) suplementado con glucosa
0,5 % a 30 °C sin agitacion. La cepa Escherichia coli TOP10 fue crecida en medio de cultivo Luria-
Bertani a 37 °C con agitacion. Los clones fueron seleccionados por adicion de antibidticos: para L.
lactis, cloranfenicol 10 ug/ml y para E. coli, ampicilina 100 pg/ml. Las técnicas de extraccion de
DNA plasmidico y otras técnicas generales de manipulacion del DNA se llevaron a cabo como se
describié previamentel136, 192.

La reaccion de transcripcion reversa (RT) se llevé a cabo empleando AMV RT (Promega,
Madison, WI, Estados Unidos) y las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a
cabo empleando Pfu o Tag (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) en un termociclador PTC-200
(MJ Research, Waltham, MA, Estados Unidos). Los plasmidos se enviaron a Macrogen
Sequencing Service (Seoul, Corea) para su secuenciamiento.

Virus. Se emplearon las cepas de rotavirus ECcc y ECwt, asi como la preparacion de RRV
concentrado, propagadas y obtenidas como se indic6 en la seccién “Materiales y métodos” de la

Parte Il de esta tesis.
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Construccion del plasmido para expresion de VP6 en L. lactis. Se obtuvo el cDNA de la proteina
VP6 a partir de la cepa de rotavirus ECcc por medio de reacciones de RT-PCR a partir de RNA viral
extraido como se describié en la seccion “Materiales y métodos” de la Parte | de esta tesis. Las
secuencias de los primers fueron: 5  ATGGATGTGCTGTACTCC 3 y &%
CTTTACCAGCATGCTTCTA 3'. El producto de PCR fue clonado en el sistema pGEM- T Easy
Vector (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) y el plasmido resultante pGEM-VP6 se empled
para transformar bacterias E. coli TOP10 electrocompetentes.

Para direccionar la proteina VP6 a la superficie de L. lactis, su secuencia se cloné en el
plasmido pCWA:Nuc67, 122 cedido gentilmente por el Dr. Christian Magni (Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Rosario, Argentina). Para ello, se amplificé por PCR la secuencia
de VP6 a partir de pGEM-VP6 empleando los primers: 5 CCA
ATGCATCAATGGATGTGCTGTACTCC 3y 5 CCGATATCCCCTTTACCAGCATGC

TTCTA 3 que contienen los sitios de restriccion Nsil y ECORV respectivamente
(subrayados). Tanto el producto de PCR (1.212 pb) como el pldsmido pCWA:Nuc fueron digeridos
con las mismas enzimas de restriccion, ligados para obtener pCWA:VP6 y transformado en L.
lactis NZ9000 electrocompetentes (NZ9000/pCWA:VP6)192. En este plasmido, la transcripcion de
la proteina VP6 se encuentra bajo el control del promotor PnisA, en marco con el péptido sefial SP
(de la proteina Usp45 de L. lactis MG1363) y el fragmento de anclado a pared CWA (de la proteina
M6 de S. pyogenes). Para realizar el screening de los clones obtenidos se llevé a cabo una
PCR empleando los primers VP6F. 5 GACGGVGCRACTACATGGT 3 y VP6-R: %
GTCCAATTCATNCCTGGTG 3’ que generan un amplicén de 379 pb.

Condiciones de induccion. Para evaluar el efecto de distintas concentraciones de nisina sobre el
crecimiento bacteriano y la expresién de VP6, se emplearon cultivos saturados crecidos overnight
para inocular medio fresco en una dilucién 1/20. Luego de alcanzar distintas densidades Opticas
a 600 nm (DO600) (0,2; 0,5 o 0,8) los cultivos se indujeron con nisina (Danisco, Grindsted,
Dinamarca) a distintas concentraciones (0, 1, 10, 50, 100, 200, y 500 ng/ml). A intervalos de una
hora durante seis horas, se obtuvieron extractos proteicos correspondientes a los protoplastos y a
la pared celular como se describe debajo. Adicionalmente, se ensayaron incubaciones overnight
(ON)192.

Analisis de la expresion y la localizacién de VP6-CWA. Para obtener extractos proteicos
correspondientes a los protoplastos 0 a la pared celular bacterianal92, un volumen de cultivo
inducido o no inducido correspondiente a 3 DO600 se centrifugdé a 10.000 g durante 3 minutos. El
pellet celular se lavé una vez con buffer TES (Tris-HCI 10 mM pH 5.8, EDTA 1 mM, sacarosa 25 %)
y luego la pared celular se digirié con 200 ul de TES-LLP (buffer TES suplementado con lisozima 10
mg/ml, lisostafina 100 pg/ml y PMSF 1 mM). Luego de una hora de incubacién a 37 °C, se
recuperaron los protoplastos por centrifugacion a 2.000 g durante 10 minutos. El pellet se lavo con
buffer TES y se resuspendié en 100 pl de buffer TES:buffer de siembra 1:1. El sobrenadante
(fraccion correspondiente a la pared celular) se combiné con 50 pl de buffer de siembra (Tris-HCI
0,25 M, pH 6,8; SDS 2 %; glicerol 10 %; B-mercaptoetanol 5 % y azul de bromofenol 0,2 %). Para la
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obtencion de extractos proteicos totales, se agregaron 50 ul de SDS 20 % luego de la digestion de
la pared celular y se diluy6 la preparacién 1:1 con buffer de siembra. En todos los casos las
muestras se incubaron durante 5 minutos a 100 °C.

Los extractos proteicos bacterianos se analizaron por SDS-PAGE 10 % y Western blot como se
describi6 en la seccion “Materiales y métodos” de la Parte Il de esta tesis. Para ello, se sembraron
10 yl de cada muestra de extractos totales o protoplastos y 25 yl de cada muestra de extractos de
pared celular. Como marcador de peso molecular se sembraron 3 ul de PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific, Lafayette, CO, Estados Unidos) y como control positivo se
sembrd 1 pl de una dilucion 1/20 en buffer de siembra de rotavirus RRV concentrado. Los geles se
tiieron con el colorante Coomasie brilliant blue R-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados
Unidos) o se transfirieron a membranas de PVDF.

Luego de bloquear las membranas con PBS-TC (PBS, Tween-20 0,2 %, caseina 1 %), se
incubaron con wuna dilucion 1/3.000 en PBS-TC de suero policlonal de ratén anti-RRV
(obtenido como se describié en la seccion “Materiales y métodos” de la Parte Il de esta tesis).
Luego de tres lavados de 10 minutos con PBS-T (PBS, Tween-20 0,2 %), se incubaron con una
dilucién 1/1.000 en PBS-TC de anticuerpos de cabra anti-IgG de ratén conjugados con peroxidasa
(Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos). A continuacién se realizaron dos lavados con PBS-T y un
lavado con PBS. El revelado se llevé a cabo por incubacion con el reactivo quimioluminiscente
Biolumina (PB-L, Bernal, Argentina) segun las indicaciones provistas por el fabricante vy
colocando luego una placa radiografica sobre la membrana, que a continuacion fue revelada y
fijada.

Para confirmar la localizacion de la fusién VP6-CWA en la superficie de L. lactis, se analizaron
cultivos inducidos de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 por citometria de flujo. Para ello, las células se
centrifugaron, se lavaron con PBS y se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-VP6
(obtenido como se indica abajo) diluido 1/20 en PBS-TC durante 30 minutos a 37 °C. Luego de
lavar con PBS-T, las células se incubaron con anticuerpos de conejo anti-lgG de ratén conjugados
con fluoresceina (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos). Para cada muestra se
adquirieron 100.000 eventos en un citbmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson,
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, Estados Unidos) dentro de una region disefiada en
funcién de los valores FSC-H y SSC-H correspondientes a L. lactis. Para cada evento se
registraron los valores de fluorescencia en el canal FL1 (filtro band-pass 530/30 nhm) detectando la
emision del fluoréforo FITC. Para determinar los valores negativos de fluorescencia se utilizaron
cultivos de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 sin inducir marcados del mismo modo.

Produccién de anticuerpos monoclonales de ratén anti rotavirus. Se inocularon ratones Balb/c
por via subcutdnea con 50 ug de RRV purificado por dosis combinado con adyuvante completo o
incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) en los dias 0y 14,
respectivamente. Durante el protocolo de inmunizacion se tomaron muestras de sangre realizando
un pequefio corte en el extremo de la cola de los ratones. Tres dias después de la segunda

inmunizacién, se sacrificaron los ratones y se extrajeron los bazos para obtener esplenocitos
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empleando protocolos descriptos previamentell5. Tanto los esplenocitos como las células de
mieloma SP2/0 Agl4 (ATCC, Manassas, VA, Estados Unidos) se lavaron tres veces con DMEM
por separado y luego se combinaron en un mismo tubo en una relacién 2:1 respectivamente. Se
centrifugaron, se descart6 el sobrenadante, las células se resuspendieron y se mantuvieron a 37 °C
durante el resto del protocolo. Se les agregd 1 ml de Polietilenglicol 1500 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) a lo largo de un minuto con agitacion y luego se continué agregando un total
de 20 ml de DMEM a lo largo de 5 minutos. Las células se centrifugaron durante 10 minutos a
1.000 g, se incubaron durante 5 minutos a 37 °C, se descarto el sobrenadante y se resuspendio en
DMEM suplementado con suero fetal bovino 10 %, BM Condimed H1 10 % (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) y HAT 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Las células se
distribuyeron en placas de 96 wells y se incubaron a 37 °C durante alrededor de 10 dias hasta la
aparicion de hibridomas94, 104, 148, 154.

Los sobrenadantes de los wells se analizaron por ELISA para detectar IgG anti rotavirus,
afadiendo un paso de bloqueo con PBS-TC durante 1 hora a 37 °C previo a la incubacion con los
sobrenadantes sin diluir. Los wells que resultaron positivos por ELISA, se expandieron
transfiriéndolos a placas de 12 wells y se clonaron dos veces por dilucién limitante. Los clones
seleccionados fueron expandidos inicialmente en DMEM suplementado con suero fetal bovino 10
%, BM Condimed H1 10 % (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) y HT 1X (Invitrogen,
Carlsbad, CA, Estados Unidos) y gradualmente adaptados a DMEM suplementado con suero fetal
bovino 10 %.

Luego fueron inoculados por via intraperitoneal a ratones Balb/c (tratados 15 dias antes con 500
pl de adyuvante incompleto de Freund) en una concentracion de 5 x 106 células/raton49, 94, 104,
148, 154. EIl fluido ascitico se colecté a los 15 dias, se ensay6 por ELISA y se sometid a
purificacion de 19G.

Purificacion de IgG. La purificacion de I1gG a partir de liquido ascitico se llevé a cabo empleando
una resina de proteina G Fast Flow (GE Healthcare Biosciences, Pittsburg, PA, Estados Unidos)
gue se empaquetd en una columna de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La muestra se
preparé diluyendo 3 ml de liquido ascitico con 1 ml de buffer fosfato, se la incorpor6 al lecho de la
columna y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se eluyé con buffer fosfato,
recolectando fracciones de 1 ml y se determind al mismo tiempo la concentracion de proteinas por
el método de Bradford (se combinaron 10 yl de muestra con 200 pl de una dilucion 1/5 del reactivo
concentrado de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Hercules, CA, Estados Unidos)). Una vez que no
se detectd proteina en tres fracciones consecutivas, se retir6 el excedente de buffer fosfato y se
eluyd la IgG con buffer glicina 100 mM pH 2,7, recolectando fracciones de 1 ml y determinando al
mismo tiempo la concentracion de proteinas por el método de Bradford. A cada fraccion se le
adicionaron 75 pl de buffer Tris 1 M pH 9. Luego de eluida la IgG retenida, se procedié a lavar y
regenerar la columna de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se determiné la concentracién de proteinas para cada fraccion recolectada midiendo la DO a

495 nm y se combinaron las fracciones de mayor sefial luego de la elucién con buffer glicina. Estas
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fracciones se ultrafiltraron en tubos Amicon Ultra-15 100K (Millipore, Billerica, MA, Estados
Unidos), lavando dos veces con PBS por centrifugacion a 4.000 g durante 10 minutos y
resuspendiendo la 1gG en PBS, la cual se alicuoté y almacend a -20 °C. La concentracion de
proteina se calculd6 midiendo la densidad Optica a 280 nm en un espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, Estados Unidos) y empleando el coeficiente de
extincion correspondiente a IgG para calcular la concentracion de proteina en la muestrab.

Preparacion de las bacterias para inmunizar. Los cultivos de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6
inducidos en condiciones Optimas o L. lactis NZ9000 (libre de plasmido) se lavaron tres veces con
PBS y se resuspendieron en PBS para obtener 1010 unidades formadoras de colonias/ml (CFU/ml).

Inmunizacion de ratones con L. lactis Z9000/pCWA:VP6. Se inmunizaron grupos de ratones por
via oral (con un volumen de 100 pl), subcutanea (con un volumen de 200 pl) o intranasal (con un
volumen de 20 pl) con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducidos o sin inducir. Como control se
inmunizaron ratones con L. lactis NZ9000 (libre de pldsmido) o PBS. A continuacion se detallan las
inmunizaciones realizadas en tres experimentos:

Experimento 1: Se inmunizaron grupos de 6 ratones con, i) 109 CFU de L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 inducido, ii) 109 CFU de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 sin inducir, iii) 109 CFU
de L. lactis NZ9000 libre de pladsmido o iv) PBS. Las inmunizaciones se realizaron por via oral
empleando una sonda intragastrica durante 3 dias consecutivos en 3 series separadas por 2
semanas (Figura 51A).

Experimento 2: Se inmunizaron grupos de 4 ratones con i) 1010 CFU de L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 inducido por via intragastrica, ii) 109 CFU de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6
inducido por via intranasal o iii) PBS. Las inmunizaciones por via oral se realizaron de igual manera
qgue en el experimento 1 (Figura 51A) y las inmunizaciones por via intranasal o subcutanea se
administraron en los dias 0, 14 y 28 (Figura 51B).

Experimento 3: Se inmunizaron grupos de 10 ratones con i) 109 CFU de L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 inducido, ii) 109 CFU de L. lactis NZ9000 libre de plasmido o iii) PBS. Las

inmunizaciones se realizaron por via subcutanea en los dias 0, 14 y 28 (Figura 51B).
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Figura 51. Cronogramas de inmunizacion con L. lactis Z9000/pCWA:VP6.

El diagrama muestra el tratamiento recibido por cada grupo de ratones (parte superior) a lo largo del cronograma de
inmunizacién y desafio, asi como las muestras recolectadas individualmente (parte inferior). A. Las inmunizaciones
por via oral se realizaron en 3 series cada dos semanas, cada una consistid en 3 dosis administradas en dias
consecutivos. B. Las inmunizaciones por via intranasal o subcutanea se realizaron en 3 dosis administradas

cada dos semanas. i.n.: intranasal, s.c.: subcutaneo, i.g.: intragastrico

Recoleccion de muestras de suero y materia fecal. Ver seccion “Materiales y métodos” de la
Parte Ill de esta tesis.

Desafio de los ratones con rotavirus ECwt. Ver seccion “Materiales y métodos” de la Parte Il de
esta tesis.

ELISA para deteccion de rotavirus. Ver seccion “Materiales y métodos” de la Parte 11l de esta tesis.
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ELISA y Western blot para deteccion de IgG e IgA anti rotavirus. Ver seccion “Materiales y
métodos” de la Parte Il de esta tesis.

Resultados y discusion
Expresién de VP6-CWA en L. lactis

La secuencia nucleotidica que codifica para la proteina VP6 de la cepa de rotavirus murino EC se
amplificd por RT-PCR y se cloné en el pldsmido pGEM-T para obtener pGEM- VP6. Empleando
este plasmido como molde, se amplificé la secuencia de VP6 incluyendo dos sitios de restriccion
en sus extremos que permitieron el clonado en el plasmido pCWA:Nuc para la obtencién de
pCWA:VP6 (Figura 52). El secuenciamiento de este plasmido permitié confirmar que la
secuencia de VP6 era idéntica a la original y que se encontraba en marco con las secuencias
codificantes de SP y CWA. Este plasmido se emple6 para transformar L. lactis NZ9000 y obtener L.
lactis NZ9000/pCWA:VP6.

Para determinar si este sistema permitia la expresion de la proteina de fusion VP6- CWA, se
obtuvieron extractos proteicos totales de cultivos inducidos y se los analiz6 por SDS-PAGE. Como
puede observarse en la Figura 53A, luego de sélo una hora de induccién se detectd una banda con
el tamafo esperado de VP6-CWA (62,9 kDa). Es importante notar que esta proteina no se detecto
en el extracto proteico realizado a partir de un cultivo no inducido (Figura 53A, calle O hora). La
identidad de esta banda se confirmé por Western blot, dado que reaccion6 con un suero policlonal
anti rotavirus (Figura 53B). Se detectd una banda principal correspondiente al tamafio esperado de
la fusién VP6-CWA y también se detectaron productos de degradacion de menor masa molecular
en las muestras de cultivos inducidos. Sin embargo, ninguno de ellos correspondié al tamafio de la
proteina VP6. Adicionalmente no se encontraron bandas inmunoreactivas en el extracto obtenido a
partir del cultivo no inducido (Figura 53B, calle 0 hora). Estos resultados demuestran que VP6
puede ser expresada en L. lactis y que es reconocida por anticuerpos especificos anti rotavirus.

Optimizacion de la expresion y determinacion de la localizacion celular de VP6-CWA

Para determinar si la proteina de fusion VP6-CWA se encontraba anclada a la pared celular, se
llevé a cabo el fraccionamiento celular de cultivos de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 y su evaluacion
por Western blot. El analisis del contenido proteico de la fraccion correspondiente a la pared celular
(PC) reveld la presencia de la banda correspondiente a VP6-CWA, que como se esperaba, también
fue detectada en la fraccion celular correspondiente a los protoplastos (PP)67 (Figura 54A). En
ambas fracciones se observo el patron de bandas multiples detectado en los extractos proteicos
totales (Figura 53B). No se detectd VP6 en la fraccion correspondiente al sobrenadante de cultivo,
aun después de concentrarlo con &cido tricloroacético (no se muestra)192.

Para determinar las condiciones 6ptimas de expresion, se llevé a cabo el fraccionamiento
celular y el andlisis por Western blot de cultivos inducidos durante distintos tiempos (entre 0 y 6
horas, y overnight), a distintas DO600 de inicio (0,2; 0,5 y 0,8) y con distintas concentraciones de
nisina (0, 1, 10, 50, 100, 200, y 500 ng/ml). La Figura 54AyB muestra ejemplos de membranas
obtenidas durante la optimizacion de la expresion y la Figura 54C muestra las curvas de

crecimiento obtenidas para cada concentracién de nisina.
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Figura 52. Clonado de VP6 para la obtencién de pCWA:VP6.

El diagrama resume los pasos realizados para la obtencion del plasmido pCWA:VP6. Este
resultdé de la ligacién del plas mido pC WA:Nuc digerido con las enzimas de restriccion Nsil y
EcoRV y el fragmento correspondiente a la secuencia de VP6 digerido con las mis mas enzimas. A.
Esquema del pldsmido pCWA:Nuc que codifica para el precursor SP-Nuc-CWA que permite la
expresion de una nucleasa de Staphylococcus aureus (Nuc) anclada a la pared celular controlada
por un promotor inducible por nisina (PnisA). CmR: gen de resistencia a cloranfenicol. B. Fotografia
del gel de agarosa 0,8 % en el que fue resuelto el producto de la digestién de pCWA:NuC. Calle 1,
ladder 1 Kb (PB-L) tamafios:

1,2, 3, 4,5 6,7, 8,9, 10 Kb. Calle 2, plasmido pCWA:Nuc sin digerir. Calle 3, plasmido
pCWA:Nuc digerido con EcoRV. Calle 4, plasmido pCWA:Nuc digerido con EcoRV y Nsil. La flecha
roja indica el fragmento aislado para su purificacion. C. Esquema del plasmido pGEM-VP6 que
contiene la secuencia de la proteina VP6 de la cepa de rotavirus EC. AMpR: gen de resistencia
a ampicilina. D. Fotografia del gel de agarosa 1% en el que fue resuelto el producto de la PCR
sobre pGEM-VP6. Calle 1, ladder 100 pb (PB-L) tamafios: 100, 200, 300, 400, 500 (més intensa),
600, 700, 800, 900, 1.000, 1.500, 2.080 pb. Calle 2, producto obtenido. Calle 3, control negativo. La
flecha roja indica el fragmento aislado para su purificacién. E. Esquema del pldsmido obtenido
pCWA:VPS.

F. Fotografia del gel de agarosa 1 % en el que fueron resueltos los productos de la PCR para
realizar un s creening sobre pldsmidos extraidos a partir de distintas colonias de L. lactis
transformados con pCWA:VP6. Calles 1 a 6, colonias 1 a 6; calle 7, ladder 100 pb; calle 8, control

positivo; calle 9, control negativo.
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Figura 53. Andlisis de la expresion de la fusion VP6-CWA.

A. Gel de poliacrilamida tefiido con Coomasie Blue de extractos proteicos totales de L. lactis NZ9000/pC
WA:VP6 a distintos tiempos luego de la induccién. B. Analisis por Western blot de extractos proteicos totales de L.
lactis NZ9000/pCWA:VP6 a distintos tiempos luego de la induccién para detectar VP6 con un suero policlonal anti
rotavirus. Como control positivo (RV) se sembré rotavirus RRV concentrado. El tamafio de las bandas del marcador
de peso molecular se indica entre el gel (A) y la membrana (B) y los tamafios de las proteinas VP6-CWA y VP6 se
indican a laizquierda del gel y a la derecha de la membrana. ON: incubacién overnight.
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Figura 54. Optimizaciéon de la expresion de VP6-CWA y determinacion de la localizacion celular.

Andlisis por Western blot de: A. Extractos proteicos de las fracciones correspondientes a los protoplastos
(PP) y a la pared celular (PC) de cultivos de L. lactis NZ9000/pC WA:VP6 obtenidos luego de dos horas de
induccion con 100 ng/ml de nisina a partir de distintas DO600. B. Extractos proteicos de las fracciones
correspondientes a los protoplastos (membranas superiores) y pared celular (membranas inferiores) de cultivos de
L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducidos a una DO600=0,5 durante dos horas con distintas concentraciones de
nisina (membranas del lado izquierdo) o inducidos con 100 ng/ml a distintos tiempos post induccion (membranas del
lado derecho). C. El gréfico muestra la DO600 alcanzada a distintos tiempos luego de la induccién con distintas
concentraciones de nisina (en ng/ml).
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En resumen, lactis

NZ9000/pCWA:VP6 se indujeron a una DO600 inicial de 0,5 durante 2 horas con 100 ng/ml de

la expresion de VP6-CWA fue Optima cuando los cultivos de L.

nisina. Estas condiciones demostraron la mejor eficiencia de expresion y direccionamiento con
minimo impacto en el crecimiento bacteriano y fueron las empleadas en todos los experimentos
subsiguientes.

La eficiencia del direccionamiento (relacion entre la cantidad de VP6-CWA detectada en la
pared celular y la cantidad total de VP6-CWA detectada) se determind por densitometria a partir de
los resultados obtenidos por Western blot y se estimd en aproximadamente un 40 % bajo las
condiciones de expresion Optimas. La banda considerada para estos célculos fue la
correspondiente a VP6-CWA no degradada (62,9 kDa). Estos resultados indican que VP6- CWA se
exporta eficientemente a la pared bacteriana, de acuerdo a resultados previos obtenidos con L.
lactis NZ9000/pCWA:Nuc67.

Con el objetivo de confirmar la localizacion y el display de VP6, se analizaron cultivos de L.
lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducidos en condiciones Optimas por citometria de flujo, empleando
anticuerpos monoclonales anti VP6 (Figura 55). El desplazamiento hacia la derecha (hacia
NZ9000/pCWA:VP6

respecto a cultivos sin inducir, no s6lo confirmé la presencia de VP6 en la pared celular sino que

mayores valores de intensidad de fluorescencia) de L. lactis inducido con
también refleja que la proteina se encuentra expuesta en la superficie exterior de la pared celular

de la bacteria ya que el anticuerpo monoclonal pudo interactuar con la proteina.

70

60

50

\A

Counts

40

30

20

i
\U [

Tt

Foo

IL w'

I |
n‘\

| Jm

N
{

M ‘
“J o M
N

iy

| \V] “,; | - TR TR | |
muklf bl 2o s s omvnsud ol o sl kel
10 10t
FLi-H

Figura 55. Andlisis de VP6-CWA en la superficie de L. lactis por citometria de flujo.

Superposicion de histogramas obtenidos por citometria de flujo de cultivos de L. lactis NZ9000/pC
WA:VP6 inducidos (linea verde) o sin inducir (linea gris) luego de la marcacion con un anticuerpo
monoclonal anti VP6 y un anticuerpo secundario marcado con FITC. En el eje vertical se indica
el nimero de eventos (Counts) y en el eje horizontal se indica la intensidad de fluorescencia
(FL1-H) correspondiente a FITC.
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Inmunogenicidad de L. lactis Z9000/pCWA:VP6 en ratones

Para determinar si la proteina de fusion VP6-CWA expresada en L. lactis podria inducir una
respuesta inmune especifica anti VP6 o incluso una respuesta protectora frente a un desafio con

rotavirus, se inmunizaron grupos de ratones con L. lactis NZ9000/pCWA:VP&.

Resultados del experimento 1

Se inmunizaron grupos de 6 ratones con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducido, L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 sin inducir, L. lactis NZ9000 libre de pldsmido o PBS. En este caso las
bacterias fueron administradas por via oral de acuerdo a un cronograma de 3 series cada dos
semanas de 3 dosis de 109 CFU cada una. Esta es la via de inoculacion clasica de las BAL de
acuerdo a uno de los cronogramas de inmunizacion mas empleados para esta vial92.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 56.
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Figura 56. Resultados obtenidos durante el experimento 1.

A. El grafico muestra los niveles de 1gG especifica anti rotavirus determinados por ELISA en diluciones 1/100 de
los sueros de los ratones inmunizados con L. lactis. En el eje horizontal se indican los dias post inmunizacion
(dpi) y debajo el inmunégeno recibido por cada grupo de ratones. Las barras representan la DO490 promedio
para cada grupo y las barras de error representan la desviacién estandar. B. Area bajo la curva de excrecion
promedio para cada grupo de ratones. C. Porcentaje del area bajo la curva promedio del grupo PBS para cada
grupo de ratones, el valor promedio se indica bajo el nombre del grupo en el eje horizontal. En todos los casos las
barras de error representan la desviacion estandar.
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Los sueros de los ratones pertenecientes a los grupos control inmunizados con L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 sin inducir, L. lactis NZ9000 libre de pldsmido o PBS resultaron
negativos para 1gG anti rotavirus por ELISA. Por otro lado, los sueros de los ratones
inmunizados con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducido presentaron niveles muy bajos de
IgG anti rotavirus. Esta respuesta solo fue detectable en las muestras colectadas el dia 42
(2 semanas después de la ultima serie de dosis) y aunque apenas superaron el valor de
corte del ELISA (DO490=0,16) no fueron significativamente diferentes de los valores
negativos obtenidos con las muestras de los grupos control. Tampoco se detectd IgA anti
rotavirus por ELISA ni Western blot en ninguna de las muestras de suero ni de materia
fecal.

Dos semanas luego de la tercera serie de dosis, los ratones fueron desafiados con la
cepa de rotavirus wild type murino ECwt. La recoleccion de muestras de materia fecal a lo
largo de una semana para cada raton en forma individual permitié determinar el area bajo
la curva de excrecién de rotavirus para cada grupo de ratones y el porcentaje de excrecion
con respecto al grupo de ratones control inoculados con PBS (Figura 56ByC). Estos
datos demostraron que las inmunizaciones realizadas no fueron protectoras frente al
desafio ya que no hubo diferencias significativas en las &reas bajo la curva promedio de
los grupos de ratones.

En vista de la ausencia de inmunogenicidad y proteccién inducida por la inoculacion por
via oral de 109 CFU de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6, en el siguiente experimento se
decidié incrementar diez veces la dosis administrada por dicha via y también ensayar la via
de administracion intranasall66 como alternativas para inducir una respuesta inmune

especifica y protectora.

Resultados del experimento 2

Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 1010 CFU de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6
inducido por via oral, 109 CFU de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducido por via intranasal,
o PBS. En este caso las bacterias fueron administradas por via oral de acuerdo a un
cronograma de 3 series cada dos semanas que incluia 3 dosis de 109 CFU cada una,
mientras que en el caso del grupo al que se administré L. lactis por via intranasal se
realizaron tres dosis de 1010 CFU separadas por dos semanas. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 57.

Los sueros de los ratones pertenecientes a los grupos control inmunizados con PBS
resultaron negativos para IgG anti rotavirus por ELISA. Asimismo, tanto el incremento en la
dosis administrada por la via oral como la administracién por la via intranasal no resultaron
en una mayor inmunogenicidad con respecto a los resultados obtenidos en el
experimento anterior ya que los sueros de ninguno de grupos inmunizados fueron positivos

para IgG anti rotavirus por ELISA. Tampoco se detecté IgA especifica por ELISA ni
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Western blot. De igual manera, ninguno de los grupos resulté protegido frente al desafio
con rotavirus (Figura 57B y C).

En vista de la ausencia de respuesta inmune luego de las inmunizaciones por las vias
oral e intranasal con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6, se decidié inmunizar ratones por via
subcutanea de manera de verificar la capacidad inmunogénica de VP6-CWA expresada por
L. lactis. Adicionalmente, se incrementé el numero de ratones por grupo dada la

variabilidad observada en los experimentos anteriores.
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Figura 57. Resultados obtenidos durante el experimento 2.

A. El grafico muestra los niveles de 1gG especifica anti rotavirus determinados por ELISA en diluciones
1/100 de los sueros de los ratones inmunizados con L. lactis. En el eje horizontal se indican los dias
post inmunizaciéon (dpi) y debajo el inmundégeno recibido por cada grupo de ratones. Las barras
representan la DO490 promedio para cada grupo y las barras de error representan la desviacién estandar.
B. Area bajo la curva de excrecion promedio para cada grupo de ratones. C. Porcentaje del area bajo la
curva promedio del grupo PBS para cada grupo de ratones, el valor promedio se indica bajo el nombre del
grupo en el eje horizontal. En todos los casos las barras de error representan la desviacion estandar.

Resultados del experimento 3

Se inmunizaron grupos de 10 ratones con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6 inducido, L.
lactis NZ9000 libre de plasmido o PBS. En este caso se administraron 109 CFU por via
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subcutanea de acuerdo a un cronograma de 3 dosis separadas por 2 semanas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 58.

Los sueros de los ratones pertenecientes a los grupos control inmunizados con L. lactis
NZ9000 libre de pldsmido o PBS resultaron negativos para IgG anti rotavirus por ELISA.
Los niveles  de IgG especifica anti rotavirus en ratones inmunizados con L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 por via subcutdnea demostraron un marcado aumento con respecto a
los resultados obtenidos en los experimentos anteriores. En este grupo, las muestras de
suero fueron positivas para IgG anti rotavirus a partir del dia 28 (Figura 58A). El titulo mas
alto se alcanzé luego de la tercera inmunizacion y fue en promedio, 2.280 (intervalo de
confianza 95%: 1.000-3.560). La especificidad de estos anticuerpos se pudo confirmar por
Western blot (Figura 58B). Estos resultados indicaron que los anticuerpos especificos anti
rotavirus en las muestras de suero de los ratones inmunizados con L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 se encontraban dirigidos contra VP6, mientras que los sueros de
ratones pertenecientes a los grupos control no reaccionaron con las proteinas de rotavirus.
No se detecto IgA anti rotavirus por ELISA ni Western blot en ninguna de las muestras.

Los resultados correspondientes al desafio con rotavirus mostraron que el Gnico grupo
de ratones que presentd proteccién parcial significativa (29,7 %, p<0,05) fue el inmunizado
con L. lactis NZ9000/pCWA:VP6. En conjunto, estos resultados demuestran que a pesar de
que la via de administracién subcutdnea no es la ideal para inducir una respuesta inmune
de mucosas y que la produccion de un antigeno heterélogo anclado a la pared de L. lactis
es generalmente menos eficiente en comparacion a la produccion intracelularl65, la
cantidad de VP6 producida fue suficiente para inducir una respuesta inmune humoral
especifica y parcialmente protectora frente al desafio con rotavirus.

En resumen, y como puede deducirse a partir de los bajos niveles de expresion
detectados por SDS-PAGE y Western blot (Figura 53A) y la ausencia de inmunogenicidad
al administrar a ratones por via oral hasta 1010 CFU de L. lactis NZ9000/pCWA:VP6
en repetidas dosis (Figura 57), la cantidad de VP6 expresada es insuficiente para inducir
una respuesta inmune detectable tanto sistémica como en mucosas. Por estos motivos,
podria ser necesario incrementar los niveles expresion de esta proteina para obtener una

mejor respuesta inmune y protectora a nivel de la mucosa intestinal163, 211.
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Figura 58. Resultados obtenidos durante el experimento 3.

A. El grafico muestra los niveles de IgG especifica anti rotavirus determinados por ELISA en diluciones
1/100 de los sueros de los ratones inmunizados con L. lactis. En el eje horizontal se indican los dias post
inmunizacién (dpi) y debajo el inmundégeno recibido por cada grupo de ratones. Las barras representan la
D0O490 promedio para cada grupo y las barras de error representan la desviacion estandar. B. Las
proteinas de rotavirus cepa RRV se separaron por PAGE vy se transfirieron a membranas a partir de las
que se obtuvieron calles individuales. Estas se emplearon para analizar las muestras obtenidas de
ratones inmunizados los distintos vectores amplicén que se indican en la parte superior de cada panel.
Cada calle fue incubada con muestras de suero 1/100 para la determinacion de IgG anti rotavirus. (+):
Se empled suero policlonal anti RRV como control positivo de 1gG anti rotavirus. C. Area bajo la curva de
excrecion promedio para cada grupo de ratones. D. Porcentaje del area bajo la curva promedio del grupo
PBS para cada grupo de ratones, el valor promedio se indica bajo el nombre del grupo en el eje horizontal.
En todos los casos las barras de error representan la desviacion estandar. *; p<0,05.
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Conclusiones

Las bacterias del acido lactico (BAL) comprenden un grupo importante de microorganismos
industriales que se emplean para la fermentacion y preservacion de un amplio rango de productos
alimenticios. El hecho de que ya se haya estudiado en profundidad la fisiologia y la genética de
estas bacterias explica su potencial utilidad en diversas aplicaciones, entre ellas, su uso como
vehiculos para el delivery de moléculas biolégicamente activas tales como enzimas, antigenos o
drogas terapéuticas en humanos y animales. En particular, uno de los campos mas investigados
y desafiantes es el uso de BAL como vehiculos de delivery antigénico para la inmunizacion via
mucosas. En este sentido, como vectores vacunales para rotavirus, se presentarian como una
alternativa mas segura y econOmica a las estrategias actuales basadas en el patégeno viral
atenuado.

En esta cuarta parte de la tesis, se desarroll6 un vector bacteriano basado en L. lactis que
expresa la proteina de rotavirus VP6 con el objetivo de evaluarlo en el modelo de ratén adulto de
infeccion por rotavirus. Los resultados obtenidos hasta el momento con L. lactis
NZ9000/pCWA:VP6 indicaron que la proteina de fusion VP6-CWA se expresa eficientemente y
se localiza en la pared celular. Pudo demostrarse la induccion de anticuerpos especificos anti VP6
en los sueros de los ratones inmunizados con este vector bacteriano, lo que demuestra la
inmunogenicidad de la proteina expresada. Sin embargo, utilizando la version actual del vector,
esta respuesta sélo se obtuvo por administracién subcutdnea de L. lactis y no por las dos vias de
mucosas evaluadas (oral y nasal). De manera logica, la administracién oral seria la adecuada para
inducir una respuesta en mucosas frente a este tipo de patégeno. A pesar de esto, los resultados
obtenidos sientan las bases para continuar la optimizacién de la expresibn de manera de
incrementar la cantidad de VP6 expresada y expuesta en la superficie de L. lactis con el objetivo de

inducir una respuesta inmune local y protectora a nivel de la mucosa gastrointestinal.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La presente tesis fue desarrollada alrededor de dos temas principales relacionados con los
rotavirus. El primero de ellos, la epidemiologia de las cepas circulantes en el Gran Buenos Aires
entre los aflos 2004 y 2007, contribuyé a la continuacion de los trabajos de vigilancia
epidemioldgica de rotavirus iniciados en el afio 1996. Durante el periodo estudiado, la
incidencia de rotavirus fue de 19,7 % y la mayoria de las muestras positivas correspondieron a
pacientes menores de 3 afios. La tipificacion de los genotipos G y P permiti6 observar
fluctuaciones marcadas en la prevalencia de los mismos durante las distintas temporadas
estudiadas. En general, los principales tipos G detectados fueron G2 y G9, mientras que los
principales tipos P detectados fueron P[8] y P[4]. Estos resultados contribuyen a establecer el
patron natural de fluctuacién de las frecuencias de genotipos en una misma area. Asimismo, otro
dato importante fue el porcentaje de infecciones mixtas detectadas alcanzé valores promedio de
17,9 %. Para comprender la evolucidn, detectar la emergencia de variantes inusuales y predecir las
posibilidades de reemplazo de los tipos circulantes, es necesario mantener una vigilancia de las
cepas de rotavirus circulantes en la poblacion, lo cual se torna particularmente importante ante la
posible introduccion masiva de una vacuna contra rotavirus. Esta informacion permite
monitorear el impacto de la vacuna en cuanto a presiones de seleccion y el reemplazo de las
cepas circulantes, asi como determinar el grado de proteccién cruzada frente a distintos genotipos
de rotavirus.

Analizando los datos de circulacibn de genotipos en el Gran Buenos Aires obtenidos
especificamente para esta tesis en conjunto con los de los 17 afios de seguimiento de nuestro
laboratorio es posible observar los frecuentes reemplazos de genotipos de este virus a lo largo del
tiempo. Teniendo en cuenta esta descripcion local que concuerda con otros seguimientos de largo
plazo en todo el mundo es importante resaltar que las vacunas actuales representan una limitada
cantidad de genotipos. Si bien no esté claro hasta qué punto es relevante la capacidad de cada una
de estas vacunas para proteger en forma cruzada contra serotipos no incluidos en la formulacién, la
informacién més reciente induce a creer que la misma es de alguna manera limitada. La alta
incidencia y la inédita persistencia de cepas G2P[4] en nuestra casuistica desde 2004 podria estar
relacionada con la vacunacién masiva con cepas de tipo G1P[8] en la mayoria de los paises de
Sudamérica incluyendo Brasil desde 2006. Los factores determinantes de este sesgo
probablemente anémalo podrian ser que los dos tipos de cepas pertenecen a genogrupos
diferentes y que sus proteinas de superficie corresponden a genotipos Gy P distintos.

Los datos de tipo epidemiologico con respecto a la circulacion natural de genotipos y la
influencia de la introduccion de vacunas orientan a los investigadores para proponer nuevas
aproximaciones profilacticas. En este sentido, un primer paso obligado es la experimentacién con
modelos animales. Uno de los mas versatiles, Utiles y econdmicos para la investigacion de vacunas
contra rotavirus es el modelo murino adulto de infeccion. Uno de los objetivos més importantes del
presente trabajo fue la puesta a punto de este modelo en nuestro laboratorio, que de ahora en més

permitira la evaluacion, no s6lo de nuevos modelos de vacunas, sino también nuevos tipos de
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adyuvantes, alimentos funcionales e incluso algunos aspectos bésicos de la respuesta inmune y
hasta alternativas terapéuticas. De esta forma, la segunda parte de esta tesis comprende la puesta
a punto del modelo murino de infeccién por rotavirus de manera de disponer de un modelo animal
gue permita realizar desafios con rotavirus para determinar el grado de proteccion y la respuesta
inmune especifica inducida por distintos inmunégenos.

La puesta a punto del modelo animal involucrd la generacion de stocks virales adecuados
para el desafio, la obtencién de preparaciones antigénicas altamente purificadas, la produccion de
anticuerpos poli y monoclonales y la puesta a punto de los diversos ensayos de ELISA utilizados
para la detecciéon de anticuerpos especificos y antigenos de rotavirus. Estos Ultimos permitieron
detectar con alta sensibilidad variaciones significativas de excrecion viral post-desafio y la
produccién de anticuerpos sistémicos y de mucosa de los distintos isotipos. La especificidad de los
anticuerpos y las niveles de expresion heterdloga de los distintos vectores fueron analizadas por
ensayos de Western blot basados también en las preparaciones de antigenos y anticuerpos
antedichas. Para nuestro laboratorio esto abre la posibilidad de implementar o colaborar con
cualquier linea de de investigacion que abarque al disefio y evaluacion de modelos de vacunas
contra rotavirus entre otros temas relacionados como se menciona arriba.

En el contexto del trabajo presentado aqui se empled el modelo murino para evaluar, tanto
vectores vacunales virales como bacterianos que expresan proteinas de rotavirus, lo cual se
describié en la tercera y cuarta partes de la tesis. En particular se describe su utilizaciéon para
evaluar la inmunogenicidad y proteccion inducida por distintos tipo de vectores basados en HSV-1y
Lactococcus lactis.

La capacidad inmunogénica y protectora de vectores basados en HSV-1 de tipo amplicon
fueron el objeto principal de estudio de la tercera parte aunque, en el contexto del proyecto
internacional que le dio marco, otras construcciones fueron evaluadas y utilizadas. Si bien
inicialmente se propuso la prueba de varios tipos de vectores herpéticos, por distintas razones
como la aparente toxicidad de la proteina transgénica o la baja produccion de ciertos disefos, el
tipo amplicén fue el Unico que pudo ser testeado en varias versiones y dosis. También, en las
tltimas versiones ensayadas, pudo evaluarse una construccion con mejoras en el nivel de
expresion. Varias conclusiones pueden derivarse de estos experimentos: i) en vectores expresando
distintas proteinas, los niveles de expresion decaen de acuerdo a su posicion proximal a distal del
extremo 5’; ii) la inmunogenicidad de la proteina transgénica depende de la expresion y no del
antigeno preformado como lo demuestran los experimentos controlados con vector inactivado por
BEI; iii) los niveles de expresion se correlacionan con la inmunogenicidad sistémica determinada
como IgG sérica; iv) los niveles de protecciébn no se correlacionan con la inmunogenicidad
sistémica determinada como IgG sérica; v) los vectores capaces de producir particulas contienen al
menos VP2 y VP6; vi) para los vectores capaces de inducir proteccion fue posible detectar IgA anti
VP6 en materia fecal previo al desafio; vii) para los vectores capaces de inducir proteccién fue

posible demostrar la formacion de VLPs in vitro.
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Entre los resultados de los experimentos de inmunogenicidad y protecciéon inducida por los
vectores amplicon fue notable que, de forma consistente, los vectores capaces de formar particulas
(VLPs) fueron los que ademas generaron proteccion significativa independientemente de la
inmunogenicidad. Por ejemplo, los titulos més altos de anticuerpos séricos fueron observados con
el vector que expresa s6lo VP6 aunque en este caso no fue posible detectar VLPs in vitro ni hubo
proteccion significativa en el modelo murino. Sin embargo, los vectores que codificaron las
proteinas VP6 y VP2 de rotavirus fueron capaces de inducir la formacién de VLPs de rotavirus en
lineas celulares y, al ser administrados por via intramuscular en ratones, demostraron ser
inmunogénicos y parcialmente protectores frente a un desafio con rotavirus. Ambas caracteristicas
también se observaron para las construcciones que incluyeron VP7 aunque la proteccion parece
ser independiente de la inclusion de esa proteina en las VLPs ya que los ensayos in vitro no la
detectan en las particulas y porque la proteccion se manifesté tanto con construcciones basadas en
RRV como en Wa (los serotipos G son distintos entre estas cepas y distintos a la cepa de desafio).
En forma destacable, la mejora en los niveles de expresién y en la capacidad de formar VLPs de la
Ultima version basada en Wa (con proteinas de rotavirus humano) gener6 el vector con mayor
porcentaje de proteccion. Tomados en conjunto los resultados podrian interpretarse como que la
proteccion es debida a los anticuerpos IgA anti VP6 a nivel intestinal detectados en MF. La sintesis
de estos anticuerpos seria local ya que no fue posible detectar IgA especifica en suero. Por
otro lado, la apariciébn de estos anticuerposy la consiguiente proteccion sélo se observé con la
inoculaciéon de vectores capaces de generar VLPs por lo que se podria especular con que existe
alguna célula presentadora que toma este tipo de particulas en el sitio de inoculacion o en los
ganglios linfoides drenantes y genera presentacion y respuesta en estructuras linfoides de mucosa
intestinal. Especulaciones similares se han efectuado para explicar respuestas protectoras de este
tipo luego de la inmunizacion con particulas inactivadas en el modelo murino e incluso se han
hallado indicios de que el tipo celular presentador corresponde a linfocitos B. La IgA anti VP6
ha sido un correlato importante de proteccion en muchos experimentos utilizando el modelo
murino y aunque la misma se ha detectado y correlacionado con proteccion en nuestros estudios,
es posible que otros mecanismos también contribuyan ya que en este modelo se han observado
distintos efectores dependiendo del inmundégeno, adyuvante, la via de inoculacién y aun, la fuente y
grado de pureza de las preparaciones. Por ejemplo, mientras que la proteccion inducida por
vacunas a subunidad es dependiente solamente de linfocitos T CD4, lo mismo no se aplica a los
experimentos con rotavirus atenuados.

En modelos testeados previamente usando particulas de rotavirus inactivadas, VLPs o DNA
para la inmunizacion, la ruta parenteral probo ser efectiva aunque en todos los casos fue necesario
un adyuvante para inducir proteccion. En este sentido es de resaltar que en nuestra experiencia los
vectores amplicon no requirieron aditivos para producir el mismo efecto. En estudios de
continuacion serd importante caracterizar los sitios de induccién de la respuesta y los efectores
inmunes involucrados en la proteccion. Las respuestas locales humorales y celulares mediadas por

citoquinas o respuestas citotdéxicas y la duracién de la memoria inmunolégica deberan ser
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establecidas. Asimismo, nuevos vectores incluyendo sets diferentes de proteinas estructurales y no
estructurales y la mejora de codones y posiciébn de genes para optimizar la expresion pueden
generar respuestas mas eficientes y formar parte de dichos estudios.

En la dltima parte de este trabajo, se desarrollé un vector basado en L. lactis que expresa la
proteina VP6 de rotavirus en su superficie. En este caso en particular se eligio la proteina VP6
como antigeno considerando que a pesar de que los anticuerpos dirigidos contra esta proteina no
estdn asociados con la clasica actividad neutralizante, se han asociado con la induccion de
proteccion en muchos estudios. Los resultados obtenidos indicaron que la proteina VP6 se
expresd eficientemente y se presentd correctamente en la superficie bacteriana anclada a la
pared. Las primeras inmunizaciones en el modelo murino permitieron demostrar la
inmunogenicidad de la proteina expresada al administrar L. lactis por via subcutanea. A pesar
de que la produccién de antigenos anclados a la pared celular de L. lactis es, en general, menos
eficiente que la produccion intracelular, los resultados obtenidos indican que la cantidad de VP6
producida por L. lactis recombinante fue suficiente para inducir una respuesta humoral especifica
contra rotavirus.

Sin embargo, la inoculacién de ratones por la via oral o intranasal no arroj6 los mismos
resultados. En este sentido, se considera que el limitante para inducir una respuesta inmune local
por administracién via mucosas podria ser la cantidad de antigeno expresada por L. lactis y/o la
ausencia de adyuvantes. Estas hipétesis seran el punto de partida de la optimizacién de este
vector bacteriano con el objetivo de inducir proteccion frente al desafio con rotavirus. Dos
alternativas serian la optimizacion de codones de acuerdo a la frecuencia de uso de L. lactis y la
expresion de fragmentos de la proteina VP6, en lugar de la proteina entera. Asimismo, podrian
ensayarse otros protocolos de inmunizacién, como por ejemplo la ingestion ad libitum de L.
lactis. Adicionalmente, la coadministracion de L. lactis que expresen adyuvantes de mucosas
podria contribuir a la induccién de una respuesta inmune protectora local. Este punto parece
particularmente relevante si se tiene en cuenta que la mayoria de los estudios que reportaron la
induccién de anticuerpos IgA especificos requirieron la ruptura de la tolerancia que impera a nivel
de las mucosas. Esto se logra cuando los patégenos colonizan y/o invaden la mucosa intestinal.
Los lactococos presentan la ventaja de la seguridad, sin embargo su inocuidad representa un
problema cuando se los emplea como delivery de antigenos con el objetivo de inducir una
respuesta en la mucosa intestinal. Una estrategia seria incorporar uno o mas PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Pattern) de manera de mimetizar las sefiales producidas durante la infeccion
natural de microorganismos patogénicos y, de esta manera, superar la barrera de la tolerancia y

potenciar la inmunogenicidad al estimular la respuesta inmune innata.
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