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Resumen

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad aguda, febril, contagiosa y econdmicamente
importante, que afecta principalmente a animales de pezufa hundida. El agente etioldgico, el
virus de la fiebre aftosa (VFA) posee un acido ribonucleico ARN (+) monocatenario, que
proporciona la informacion para la producciéon de las proteinas no estructurales y una
poliproteina estructural, P1, cuya protedlisis da lugar a las proteinas de la cépside proteica
icosaédrica VP1, VP2, VP3 y VP4. La vacuna utilizada para controlar el VFA contiene virus
inactivo con un adyuvante oleoso, la produccion de VFA inactivo (VFAI) requiere un alto costo
en instalaciones de contencién con un riesgo permanente de fuga del virus. Por lo cual, en los
Ultimos afios se han probado diferentes vacunas alternativas, entre ellas se ha propuesto, el
uso de vacunas génicas que resultan mas seguras y faciles de producir. En este trabajo de
tesis, se propuso como vacuna génica a los vectores plasmidicos que poseen la secuencia que
codifica para la proteina VP1 (pVP1) y para la poliproteina P1 y las proteinasas 2A y 3C (pP)
del VFA de la cepa O1 Campos junto a un adyuvante quimico ESSAI 95201 (Adyl101l) y
plasmidos que codifican para moléculas que potencian la respuesta inmune como ser las
moléculas co-estimuladoras del receptor T, CD40L y RANKL, o IL15. Se pudo demostrar que
las formulaciones que incluyeron la proteina VP1 ya sea en su forma citosoélica o secretada no
indujeron una buena respuesta protectora en los ratones desafiados con el VFA O1Campos.
Por el contrario, se obtuvo una respuesta protectora total en el 80% de los ratones en el grupo
de pP+plL15+Ady101 y del 60 % de los ratones del grupo pP+ pCD40L+Ady101. Todos los
grupos vacunados con estas vacunas génicas indujeron una respuesta inmune humoral, sin
embargo no se encontraron diferencias significativas en el titulo de anticuerpos (acs) anti-VFA
inducido por las diferentes formulaciones. Ademas, no se encontraron diferencias significativas
en el titulo de los isotipos de las inmunoglobulinas, ni en la avidez con respecto al grupo pP y
tampoco se indujeron en los ratones inmunizados con esta vacunas acs seroneutralizantes
(SN). Por otro lado, se pudo demostrar que en los ratones inmunizados tanto con
pP+pCD40L+Ady101 y pP+plL15+Ady101 tienen un nimero mayor de células secretoras de

IFNy que el grupo pP. Por lo cual, la proteccion podria deberse a la actividad antiviral de esta
citoquina, como la activacion de los linfocitos T (LT) CD8, células Natural Killer (NK) y
macrofagos (MO). Asimismo, en el grupo pP+plL15+Adyl01 se observdé un incremento
significativo de linfocitos B (LB) y LT CD4, LT CD8, MO y células NK con respecto al grupo pP.
Por lo cual, IL15 ademas de inducir la actividad antiviral de IFNy, induciria la proliferacion de
estas poblaciones. Finalmente, para mejorar la respuestas protectoras de estas vacunas, se
reemplazé el dltimo refuerzo con una dosis subinmunizante de VFAI logrando el 100 % de
proteccion en el grupo pP+plL15+Ady101 y un 80% en el grupo pP +pCD40L+ Adyl101 y en el
pP y sélo un 20 % en los grupos VFAI y pCl-neo.
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ABREVIATURAS

ABTS: 2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt
Acs: Anticuerpos

ABAC: Asociacion Banco Argentino de Células

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia

Ad: Adenovirus

Amp: Ampicilina

Antisense: primer reverso

APC: Allophycocyanin

ARN: acido ribonucleico

ARNmMm: &cido Ribonucleico mensajero

ASA: sitio antigénico “A”, el principal sitio antigénico en la proteina capsidal VP1 del
virus de la fiebre aftosa

ATCC: American Type Culture Collection,

BCR: receptor del linfocito B

BEI: etilenimina binaria

BHK-21: Fibroblastos adherentes obtenidos de rifion de hamster lactante
BSR: Linea celular derivada de un clon de BHK-21

Buffer: solucién de sustancias quimicas que mantienen constante su pH
BSA: seroalbumina bovina

°C: grados centigrados

CCDA: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

CD: Célula dendritica

CDd: Célula dendritica de la dermis

CD-In: Célula dendritica de la dermis langerina +

CEE: Comunidad Econémica Europea

CICUAE: Comisién de Etica de INTA Castelar

CL: Célula de Langerhans

cm2: centimetro cuadrado

Cm: Cloranfenicol

CMV: Citomegalovirus

CPA: célula presentadora de antigeno

Cpg:

CO2: dioxido de carbono

ConA: Concanavalina A

CTL: linfocitos T citotoxicos

DITC50/ml: dosis infectivas cultivo de tejido 50%/mililitro
DLRL50/mI: dosis letales raton lactante 50%/mililitro

DMEM: medio esencial minimo de Dulbecco

dNTPs :deoxinucledtidos

DO: Densidad 6ptica

dpi: dias post infeccion

dpub: dias post ultimo refuerzo

dpv: dias post vacunacién

dpuv: Dias post ultima vacunacién

DS: Desvio standard

ECP: efecto citopatico

EDTA: Acido etilenamido tetra-acético

El: etilenimina

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay. Inmunoensayo con revelado enzimético
ELISA-FL: Inmunoensayo con revelado enzimatico, en fase liquida.
etc: etcétera

f: forward primer
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FA: Fiebre Aftosa

Fc: Fase constante

FcR: receptores para la porcion Fc de anticuerpos
FITC: isotiocianato de fluoresceina

Fig. Figura

FSC: Forward scatter

g: gramo

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GFP: proteina verde fluorescente

G418: Antibidtico Geneticina 418

G-MEM: Medio Esencial Minimo Glasgow
GM-CSF: Factor de estimulacion de colonias de granulocitos-MOs.
pGM-CSF: GM-VSF porcino

H202: Perdxido de hidrégeno

h: horas

HEPES: &cido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-Etanesulfonico
HmLu: células de pulmoén de hamster

hpi: horas post infeccién

hpt: horas post transfeccion

HSV-1: Herpes Simplex tipo 1

Hrp: horseradish peroxidase peroxidasa de rabano
IBRS2: células de rifién de cerdo

IA: indice de avidez

Id: intradérmica

ID 50: Dosis infectiva 50%;

Id: intradérmica

IE: indices de estimulacion

IFI: immunofluorescencia indirecta

IFN: Interferén

Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina

INP: Informacion no provista

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
im: intramuscular

ip: intraperitoneal

in: intranasal

IP: Inmunoprecipitaciéon

IPTG: isopropil-Beta-D-Tiogalactopiranosido

IU: Unidades Infecciosas

IRES: Sigla en inglés para "sitio interno de unién a los ribosomas"
Kan: kanamicina

Kb: kilo base

kDa: kilo Daltons

I litro

LT: Linfocito T

LB: Linfocito B

Ib: Luria-Bertani, medio rico nutricional utilizado para el crecimiento de bacterias
Log: Logaritmo en base 10

M: Molar

mADbs: anticuerpos monoclonales

Ml: microlitro

Mg microgramo

mg: miligramo

MHC: complejo principal de histocompatibilidad
ml: mililitro
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mM: milimolar

min: minuto

MO: Macrofago

MOI: multiplicidad de infeccion

MTT: metiltiazoltetrazolio

N: Normal

ng: nanogramo

NIL2: células de embrién de hamster

NLs: Nodulo Linfatico

nm: nanometros

NK: Natural Killer

nm: nanémetro

nt: nucleotidos

OIE: Organizacion Internacional de Epizootias

OPD: o-fenilendiamino.

ON: Over Night

ORF: marco de lectura abierto

p: Plasmido

pA: sefial de poliadenilacion

PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida
PANAFTOSA: Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
PAMPs: patrones moleculares asociados a patdégenos
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

pb: pares de bases

PBS: phosphate buffered saline: solucién salina de fosfatos
PD50: Prueba Dosis media de Proteccion

PBST-OVA: buffer fosfato Tween ovoalbimina

PBST: buffer fosfato Tween

PE: ficoeritrina

PEG: polietilenglicol

PFU: Unidades formadoras de placas

PLG: poly-lactido co-glycolido

PM: Peso molecular

Pellet: precipitado luego de la centrifugacién

pmol: picomoles

pH: Potencial hidrégeno

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

primers: oligonucle6tidos iniciadores

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones

rev: reverse primer

RGD: Motivo que constituyen los aminoécidos arginina — glicina -acido aspartico
rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa
S: Coeficiente de sedimentacion

SDS: dodecyl sulfato de sodio. Detergente de accién desnaturalizante
SENASA: Servicio Nacional de Salud Animal

Sense: primer forward

SFB: Suero Fetal Bovino

SFV: Semliki Forest Virus

SN: Seroneutralizantes

SNC: Suero Normal de Conejo

Sc: subcutanea

SSC: Side scatter

TA: Temperatura Ambiente

Taqg Pol: ADN polimerasa obtenida de Thermophilus aquaticus
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TCID50: Dosis infectiva de cultivo 50%

TD: timo dependiente

TMB: 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine

Th1: linfocitos T colaboradores tipo 1

Th2: linfocitos T colaboradores tipo 2

TI: timo independiente

TLR: receptores tipo Toll

Tc: Linfocitos T-citotdxicos

Th: Linfocitos T-colaboradores

UT: Unidades de Transduccion

UTR: Untranslated region. Regién no codificante
UFP: Unidades formadoras de placas

UV: luz Ultravioleta

VFA Virus de la fiebre aftosa

VFAI : Virus de la fiebre aftosa inactivado

VIAA: Antigeno asociado a la infeccion viral
VLPs: particulas virales vacias

VP: Proteinas de la capside de VFA. Se indican con numeros “VP1”, “VP2”, "VP3",
"VP4"

Vtf7-3: Virus vaccinia recombinante que expresa la polimerasa del bacteriofago T7
ZM: zona marginal

%: porcentaje

Hg: microgramos
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INTRODUCCION

1. LaFiebre Aftosa

1.1. Enfermedad v patogenia de |a Fiebre Aftosa

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad viral altamente contagiosa cuyo agente
causal, llamado virus de la fiebre aftosa (VFA) fue identificado por Loeffler y Frosch en
1897 (Grubman and Baxt, 2004). Esta enfermedad es inmunolégicamente compleja, con
un amplio rango de hospedadores y genera un estado portador muy perjudicial para su
control. Afecta a los artiodactilos, incluyendo rumiantes domésticos, como bovinos, ovinos,
caprinos y cerdos, asi como a mas de 70 especies silvestres tales como: bisontes,
jabalies, camellos, llamas, vicufias, guanacos, antilopes, ciervos, venados, bufalos, erizos,
nutrias, elefantes y carpinchos (Alexandersen et al., 2003). Las tres especies principales
involucradas en un brote de FA son el ovino como huésped de mantenimiento
principalmente, el porcino que juega un papel importante en la cadena epidemiolégica de
la FA por ser un gran amplificador del virus luego de ser infectado (Donaldson and Ferris,
1980; Donaldson et al., 1987), y el bovino como indicador de la presencia del virus; esta
Ultima es la especie mas importante en la diseminacion y mantenimiento de la cadena
epidemioldgica de la transmision (House and Mebus, 1998).

La enfermedad se caracteriza por la aparicion de fiebre y lesiones vesiculares
localizadas fundamentalmente en la cavidad bucal, lengua y alrededor de las pezufias, y
en algunos casos también lesiones en el epitelio del hocico, ollares, pezones, ubres y
pilares del rumen. El contagio esta determinado por tres aspectos esenciales: la cantidad
de virus eliminada por el animal infectado, la supervivencia del virus afuera del animal y la
cantidad de virus requerida para comenzar la enfermedad en el animal susceptible (Sellers
et al.,, 1971). Muchos trabajos indican que el area de la faringe es el sitio habitual de
infeccién primaria, a menos que el virus haya entrado por lesiones en la piel 0 mucosas. El
VFA replica durante un periodo que se extiende de uno a tres dias en el epitelio del techo
de la faringe y en la superficie dorsal del paladar blando, tanto en bovinos como en cerdos
(Oleksiewicz et al., 2001; Alexandersen et al., 2001), mientras que en los ovinos serian las
tonsilas las que juegan un rol de importancia en la infeccidn inicial (Burrows, 1968). La
viremia generalmente dura entre 3 y 5 dias en bovinos. La principal amplificacion del virus
en este momento ocurre en el epitelio escamoso estratificado cornificado de la piel,
especialmente alrededor de las pezufias, en glandula mamaria y boca, incluyendo la
lengua.

En los bovinos, los primeros sintomas de la enfermedad aparecen tras un periodo de
incubacién de 2 a 8 dias. Estos son fiebre, anorexia y disminucién de la produccion lactea;
desarrollo de vesiculas o aftas en la mucosa bucal, espacios interdigitales y epitelio de los

pezones (Schudel et al., 1986). Las vesiculas generan areas de dafio epitelial, que de
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acuerdo a su ubicacion, producen salivacién abundante o complicaciones para caminar; en
consecuencia, se dificulta la alimentacion, el ordefie y la lactancia (Shahan et al., 1962).
Todo esto redunda en una rapida pérdida de peso del animal y en una acentuada baja en
la produccién de leche.

En los animales mas jovenes, esta infeccion viral puede producir miocarditis y la tasa
de mortalidad puede elevarse entonces hasta un 50%. Sin embargo, en animales adultos
la mortalidad por la FA es inferior al 6%, y los tejidos dafiados se regeneran rapidamente.
Si bien los adultos se sobreponen sin mayores inconvenientes, existe un nimero variable
de animales que se convierten en portadores asintomaticos de la enfermedad,
transformandose en verdaderos reservorios del virus. La importancia del estado portador
radica no solo en la permanencia del virus en el campo, sino que se ha sugerido también
gue podrian aparecer variantes debido a cambios durante su replicacién persistente (Fagg
and Hyslop, 1966; Gebauer et al., 1988).

1.2. Importancia econémica

La OIE (Organizacién Internacional de Epizootias) ha identificado los siguientes
conceptos como los patrones de enfermedad de mayor importancia: la alta
transmisibilidad, la rdpida difusion, las consecuencias graves para la economia o para la
salud publica y la importancia en el comercio internacional de animales y productos
animales. Entre las enfermedades animales que rednen las caracteristicas mencionadas,
excepto la de ser de riesgo para la salud publica, se encuentra la FA. El VFA ha causado
los mayores perjuicios econémicos relacionados con el ganado en el mundo y en nuestro
pais.

El alto grado de morbilidad, las pérdidas de productividad y las lesiones asociadas a
infecciones secundarias, constituyen un problema importante para los productores
ganaderos e industrias relacionadas (Morgan et al., 1980). Cada episodio de FA
representa considerables pérdidas econémicas tanto a nivel local como nacional (Doel et
al., 2003). A nivel local la infeccion del ganado resulta invariablemente en: pérdidas de
hasta un 25% en la produccion lactea anual del ganado lechero; reduccién en la velocidad
de crecimiento y produccién de carne, reportandose hasta un 20% de tiempo extra
necesario para alcanzar la madurez en bovinos y una reduccion del 20% en la produccién
anual de carne porcina; reduccion en la fertilidad debido a abortos y retrasos en la
concepcion; altos indices de mortalidad en animales jovenes; costos por el descarte de
animales improductivos y crénicamente infectados e interrupcion de las actividades en los
establecimientos afectados, con disminucion de los ingresos econémicos, pérdida de stock
genético e interrupcion de programas de mejoramiento genético.

A nivel nacional los efectos de la enfermedad son: interrupcién de la produccion

ganadera afectando la disponibilidad y los precios de productos pecuarios en el mercado
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local, llevando en algunos casos a recurrir a la importacion de alguno de esos productos;
cierre de mercados de exportacién impuesto por los paises importadores y finalmente los
costos directos e indirectos del control y erradicacion de la enfermedad como ser
compensacién a los ganaderos, salarios a veterinarios y personal operacional y de
soporte, interrupcion de negocios en general, etc.

En los dltimos afios, tanto paises desarrollados como aquellos en vias de desarrollo,
libres de la enfermedad, han sufrido la reintroduccion del virus, perdiendo y recuperando
alternativamente el reconocimiento de pais libre de FA, con las consecuencias econémicas
que esto implica. Por lo tanto, consolidar el uso de las herramientas y metodologias
apropiadas ya existentes, generar nuevos conocimientos en el area de FA y mejorar o
desarrollar nuevas vacunas contra el VFA, con el objetivo de contribuir a mantener la
situacion sanitaria actual y/o adquirir una categoria superior, constituyen para los paises
afectados por el VFA prioridades fundamentales tanto para las instituciones publicas como
para el sector productivo.

1.3. Antecedentes de FA vy situacion actual en América del Sur

El primer reporte de la enfermedad fue descripto en 1870 en el Cono Sur, que incluye
a la Argentina, Brasil, Chile y Uruguay (Correa Melo et al., 2002). La presencia de la
enfermedad con el concomitante cierre de mercados para el comercio internacional de
productos ganaderos y el compromiso politico de los diferentes paises para controlar y
erradicar la enfermedad del continente dieron pie a la implementacion en el afio 1988 del
Plan Hemisférico de Erradicacion de Fiebre Aftosa (PHEFA). Desde entonces, avances
muy significativos se han logrado en el control de la enfermedad, principalmente en el
Cono Sur, pero también en algunos paises de la region Andina. Como resultado de estas
acciones coordinadas el status sanitario de la mayoria de los paises o regiones
reconocidos por la OIE es Libre de FA con o sin vacunacion, siendo Argentina, pais libre

con vacunacion al norte del paralelo 42° y sin vacunacion al sur.

1.3.1 Antecedentes de FA vy situacion actual en la Argentina

En los Anales de la Sociedad Rural Argentina, del afio 1870, se alude a noticias de
gue en San José de Flores y Lomas de Zamora, Provincia de Buenos Aires, aparecieron
focos de FA (Pecker et al.,, 2007). Desde entonces ha sido la enfermedad con mas
relevancia que ha afectado la produccion animal. La superficie total de la Argentina es de
2.780.199 km?, contando con aproximadamente 50 millones de cabezas de ganado
vacuno y 14 millones de ovejas. El sistema de produccion y los movimientos usuales de
ganado vacuno dentro de estas extensas areas geograficas dificulta el manejo y la

contencion de brotes de FA. Historicamente los brotes han ocurrido dos veces al afo, con
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picos en los meses de mayo/junio, y septiembre/octubre, debido al mayor movimiento de
animales y la presencia de ganado vacuno con bajo niveles de acs, ya sea por el destete
reciente o por el comienzo de las campafias de vacunacion (Pizzi etal., 1998).

El Programa Argentino de Control de Fiebre Aftosa desarrollado entre los afios 1990-
1997 llevé al control y erradicacion de la enfermedad logrando en 1997 el status oficial
otorgado por la OIE de pais libre de FA con vacunacion. En 1999 se reconoci6 por parte
de la OIE como pais libre de FA sin vacunacion (Mattion et al., 2004).

En julio del 2000, reaparecieron focos de FA en el pais. El serotipo O fue
responsable de unos pocos brotes al comienzo de la epidemia, mientras que el serotipo A
circulé hasta enero de 2002 (Mattion et al., 2004). Las medidas tomadas por el Servicio
Nacional de Sanidad Animal y Calidad Agroalimentaria (SENASA), incluyeron junto con
otras medidas preventivas, rifle sanitario, vacunacion en anillo, restriccién del movimiento
de animales y la incorporacion de la nueva cepa circulante a la vacuna. En julio de 2003 la
Argentina fue reconocida nuevamente por la OIE como pais libre de FA con vacunacion,
status que se perdi6 luego de detectarse la enfermedad en febrero de 2006 en el
Departamento de San Luis del Palmar en la provincia de Corrientes. Cabe destacar que a
lo largo de todos estos acontecimientos se mantuvo el status libre de FA sin vacunacion de
la regién patagonica, al sur del paralelo 42, otorgado en mayo de 2002.

Luego de intensos trabajos tanto de la comunidad ganadera, servicios privados y
oficiales de salud animal se logré nuevamente a principios de 2007 el reconocimiento de la
OIE de pais libre de FA con vacunacion al norte del paralelo 42.

Todo lo planteado justifica la inversion en el desarrollo de nuevas vacunas que sean
efectivas y seguras, y de amplio espectro, que permitan cubrir las variantes que puedan
surgir. Resultaria estratégico que la nueva generacién de inmundgenos contra la FA,
fuesen de bajo costo y facil administracion, siendo que se busca una estrategia de
vacunacion masiva y que permita diferenciar facilmente animales vacunados de
infectados. Para ello, se han investigado diferentes tipos de vacunacion alternativa que se

describen en posteriores secciones.

1.4. Organizacién gendmicay proteinas codificadas por el VFA

El genoma del VFA tiene una organizacién basica similar a otros miembros de la
familia Picornaviridae. El acido ribonucleico (ARN) viral es traducido en un Unico marco
abierto de lectura que resulta en una poliproteina, la cual luego de una serie de clivajes
proteoliticos postraduccionales da origen a los productos intermedios y finalmente a las
proteinas maduras, tanto capsidales como no capsidales (Grubman et al., 1984; Robertson
et al., 1985; Rueckert and Wimmer, 1984). Ademas de la region codificante, el genoma

presenta regiones 5’ y 3’ no codificantes. (5"UTR y 3'UTR) (Figl).
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Fig. 1: Organizacién gendmica del VFA El marco abierto de lectura se indica como el area
rectangular central. Los nombres de las proteinas codificadas en cada sector del segmento
codificante estan indicados. También se muestran los elementos funcionales del genoma, tales como
el IRES en el extremo 5no traducido y la regién 3'no traducida. Los sitios de escision de las
diferentes proteasas se indican con los siguientes simbolos: ¢, proteasa L pro; o, proteasa 2A; A,
proteasa 3Cpro; m, proteasa no identificada. (Adaptado de Grubman y col., 2004).

El ARN genomico que se muestra en la Fig. 1 es poliadenilado en su extremo 3" y
presenta en el extremo 5’ una proteina codificada por él mismo, denominada VPg (virion
protein genome) que juega un rol importante en la iniciacién de la sintesis del ARN viral
(Paul et al., 1998; Ferrer-Orta et al., 2006a). La replicacién del ARN esta catalizada por
una ARN polimerasa ARN-dependiente (3D) codificada por la region P3 del genoma. La
baja fidelidad de copia de esta proteina es el origen de la variabilidad genética del VFA
(Ferrer-Orta et al ., 2006b).

Dentro de la region codificante del ARN gendmico, en la porcion 5 se localiza la
region Lider (L), que codifica el componente N-terminal de la poliproteina y presenta dos
codones de iniciacién AUG que resultan en la traduccion de las proteinas L (L y L"). Esta
proteina tiene actividad de proteasa, que se cliva en su extremo C terminal en una
reaccion de tipo autocatalitica. A continuacién de la regién L se encuentra la region P1 que
codifica las cuatro proteinas de la capside del virus (VP4, VP2, VP3 y VP1, también
denominadas 1A, 1B, 1C y 1D, respectivamente). El precursor VPO origina VP4 y VP2,
posteriormente a la incorporacion del ARN gendmico. Luego de la region P1, esta la region
P2, que caodifica tres proteinas no capsidales 2A (que presenta actividad de proteasa y se
autocliva de la poliproteina), 2B, y 2C, y por ultimo la region P3, que codifica la proteina
3A, tres copias de VPg (3B), 3C"° (proteasa) y 3D (RNA polimerasa RNA dependiente).
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Por otra parte, la cdpside proteica del VFA esta formada por sesenta copias de los
polipéptidos principales denominados VP1, VP2, VP3 y VP4. El peso molecular de VP1,
VP2 y VP3 se encuentra entre 27 y 30 kDa, mientras que el de la proteina VP4 esté entre
9y 10 kDa. Las proteinas VP1, VP2 y VP3 tienen localizacién externa vy la proteina VP4

esta miristilada y se localiza completamente en el interior de la capside (Boothroyd et al.,
1982; Curry et al., 1997) (Fig. 2).

Fig. 2: Organizacion
estructural de la particula
del VFA Representacion de
la estructura tridimensional
de la cépside viral con el
bucle GH. VP1 (azul), VP2
(verde claro) y VP3 (verde
0SCUro).
http://viralzone.expasy.org/all
_by species/98.html.

En su interior la capside aloja dos proteinas minoritarias VPO, precursor de VP2 y
VP4 de 40 kDa (Woude, 1972) y la polimerasa viral 3D de 52 kDa (Sangar et al., 1976).
Las proteinas VP1, VP2 y VP3 adoptan una configuracion espacial muy semejante
(Acharya et al., 1989). Durante el ensamblaje de la particula viral, una copia de VP1, una
de VPO y una de VP3 se agrupan para formar un protémero; cinco protdbmeros se agrupan
a su vez, formando un pentamero (Curry et al., 1997). Estos pentameros con coeficiente
de sedimentacion 12S, se denominan unidades 12S y forman las caras del icosaedro
(Burroughs et al., 1971). Doce pentameros se asocian con una molécula de ARN para

formar la cara externa de la particula viral (Talbot et al., 1973) (Fig. 2).

1.5. Sitios antigénicos del VFA

De las cuatro proteinas capsidales, VP1 es aquella que exhibe la mayor frecuencia
de variabilidad. Esta proteina tiene mucha importancia en la topografia de la superficie viral
y también en la antigenicidad, unién a receptores y, probablemente, en el desarmado viral
y liberacién del ARN luego de la entrada del virus a la célula blanco. Wild y Brown en 1967
determinaron que la antigenicidad del VFA se reduce enormemente si el virus es tratado
con tripsina, y que la Unica proteina afectada por este tratamiento es VP1 (Wild and Brown,
1967). Por este motivo se asumid que los epitopes inmunodominantes se encontraban en
la secuencia de esta proteina capsidal. Posteriormente, y mediante hidrélisis de VP1
(serotipo O) con bromuro de cian6geno o con enzimas proteoliticas, Stromahier y
colaboradores sefialaron que las regiones correspondientes a los residuos 146-154 y 200-
213 serian las inductoras de acs neutralizantes (Strohmaier et al., 1982). Otro grupo
comparo las secuencias aminoacidicas de la proteina VP1 del VFA de varios serotipos

europeos y encontraron zonas hipervariables entre los aminoacidos 130-160 y 190-213,
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atribuidas a regiones de interaccién con acs neutralizantes (Bittle et al., 1982). Estudios
posteriores de cristalografia con rayos X demostraron que estas zonas estan expuestas
sobre la superficie del virion (Acharya et al.,, 1989). Muchas de las variaciones en la
secuencia de VP1 ocurren en los loops que conectan las estructuras de laminas B y
emergen de la superficie del virion. Se ha demostrado también que sustituciones
aminoacidicas puntuales, aln fuera de los sitios antigénicos, afectan la topologia de los
viriones y llevan a la diversificacion antigénica (Feigelstock et al., 1992). En el VFA, el
principal sitio antigénico, llamado sitio antigénico A (ASA) es un estrecho segmento de
VP1, comprendido por la secuencia aminoacidica 140-160 del loop BG - BH que no solo
contiene los epitopes mas relevantes para la induccién de acs neutralizantes sino que
ademas constituye el sitio de unién a los receptores celulares. La localizacion de los sitios
antigénicos varia segun los serotipos y han sido descriptos tanto para la proteina VP1
como para las proteinas estructurales VP2 y VP3 (Kitson et al., 1990)

1.6. Respuesta inmune contra el VFA

El VFA desencadena una rapida respuesta humoral, en animales infectados,
caracterizada por altos niveles séricos de acs especificos con actividad neutralizante, los
cuales persisten hasta 18 meses pos-infeccion (Wigdorovitz and Sadir, 1996). Una
respuesta inmune especifica con la presencia de inmunoglobulina M (IgM) se puede
observar entre los 4 y 5 dias pos-infeccion. En bovinos la respuesta por IgG1 predomina
sobre la IgG2 (Lavoria et al., 2012). Entre los 7 y 14 dias pos-infeccion se puede observar
una buena inmunidad protectora, ya sea en animales que reciben vacunas de alta calidad
inmunogénica o infectados. La respuesta es dirigida a los epitopes de las tres proteinas de
la capside externa, lo que explica que la proteccién por acs es serotipo especifica.

La neutralizacion del virus dentro del animal puede ocurrir por mecanismos similares
a los que acontecen en la neutralizacion in vitro (McCullough, et al., 1992), aunque hay
sugerencias que los MOs podrian tener una accioén clarificadora del virus por mecanismos
de opsonizacién (McCullough et al., 1988; Quattrocchi et al., 2011).

La proteccion frente a la infeccion por el VFA ha sido siempre relacionada con la
presencia de acs neutralizantes especificos, sin embargo, es posible encontrar animales
protegidos con bajos niveles de acs neutralizantes (Sobrino et al., 2001), lo que sugiere
que la proteccion estaria mediada ademas, por otros componentes del sistema inmune.
Por lo cual, se han estudiado en los Ultimos afios, otros parametros inmunolégicos que
podrian presentar alguna asociacion con la proteccion.

Eble P.L. y colaboradores reportaron en cerdos que recibieron vacunas con alta
concentracion de VFA inactivado, que la induccion de IgA presenta correlacion con la

proteccién (Eble P.L. et al., 2007). Asimismo, Cubillos C. y colaboradores trabajaron en
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esta misma especie con una vacuna a péptidos contra aftosa y postulan una correlacién
entre IgA vy la proteccion inducida (Cubillos C. et al., 2008).
Por otro lado, est4 descripto que ovejas vacunadas y desafiadas con el VFA

presentan interferon gamma (IFNy) circulante en un nivel que se relaciona con la carga

antigénica (Barnett P. V. et al., 2004). Conjuntamente, han sugerido que la respuesta IFNy
sistémica podria ser un indicador de la habilidad de una vacuna VFA de gatillar inmunidad
en la que se prevenga la infecciébn subclinica. La produccion temprana de IFNy
probablemente se deba a células NK activadas por citoquinas derivadas de MOs como
parte de la respuesta inmune innata.

Parida S. y colaboradores encontraron que la combinacion del titulo de acs SN y la
produccion de IFNy podria correlacionar mejor con el control de replicacion viral en bovinos
gue solo los niveles de acs SN ya que si bien estos acs son el principal componente que
influye en la proteccion contra el VFA, la cantidad de IFNy producida post vacunacion
correlaciona con la capacidad de los animales vacunados de controlar la replicacion viral
en faringe luego del desafio (Parida S. et al., 2006). Por otro lado, Lavoria y colaboradoes,
plantean que la avidez y la proporcién de isotipos especificos contra VFA podrian servir
para discriminar animales que estan protegidos de los que no lo estan (Lavoria et al.,
2012).

1.7. Respuesta inmune en el modelo murino

Si bien las diferencias que existen entre los ratones y los hospedadores naturales, en
cuanto a forma de infeccion y curso de la enfermedad, son numerosas, se han podido
establecer paralelismos entre el modelo murino y los bovinos (Borca et al., 1986; Borca et
al.,1993; Fernandez et al., 1986; Lopez et al., 1990; Piatti et al., 1991; Ostrowski et al.,
2007; Zamorano et al., 1998; Dus Santos et al., 2000) como asi también entre murinos y
cerdos (Eble et al., 2004; Song et al., 2005). La infeccién por el VFA est4 descripta y
caracterizada en cepas de ratones CH3, Swiss, BALB/c y nude inoculando el virus por via
intraperitoneal (ip) (Fernandez et al., 1986, Collen et al., 1989). Esta comprende una
importante replicacion viral en el pancreas mientras que la enfermedad cursa de forma
subclinica. Durante las primeras 48-72 h de la infeccion, se produce una viremia de alto
titulo ~10°-10° DLRL50/ml (dosis letales raton lactante 50%/mililitro), la cual es
rapidamente controlada por acs SN (Fernandez et al., 1986). Ante la imposibilidad de
producir acs SN, como sucede luego del tratamiento inmunosupresor con ciclofosfamida,
los ratones infectados con VFA presentan una viremia persistente, indicando el papel
central desempefiado por el sistema inmune adaptativo en el control de esta infeccidon
(Borca et al., 1986). Una vez superada la fase aguda de la infeccién, los titulos séricos de

acs SN se mantienen elevados por largos periodos de tiempo (Lopez et al., 1990).
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Algunos trabajos indican que la importancia de los acs podria residir mas en su
capacidad opsonizante que en la neutralizante. Experimentos realizados in vivo en el
modelo de ratdn lactante demostraron que era posible obtener proteccién inoculando acs
monoclonales de moderado titulo neutralizante previamente al desafio viral y que era la
opsonizacion de los viriones lo que correlacionaba con la proteccion méas que la
neutralizacion de la infectividad (Mc Cullogh et al., 1986). La seroproteccion resultaba
efectiva solo si se mantenian intactas tanto las porciones Fc (fase constante) de los acs
como las funciones de fagocitosis de los ratones inoculados. En este sentido los autores
discuten que es probable que la proteccion observada en este modelo, requiera que los
acs opsonicen los viriones para que luego los complejos virus-anticuerpo sean fagocitados.
Mas tarde este mismo grupo de trabajo (Mc Cullogh et al., 1988) corrobord, utilizando
células peritoneales murinas, que la fagocitosis del VFA opsonizado por parte de células
que expresan el receptor para el fragmento Fc (FcR), como son los monocitos y los MOs,
constituye la defensa inmune efectora mas importante en el modelo utilizado.

Por otra parte, el desarrollo de una enfermedad aguda y una infeccion clinicamente
manifiesta producida por VFA en ratones, ha sido descripta por Salguero y colaboradores
(Salguero et al.,, 2005) en las cepas Swiss, BALB/c y C57/BL6 infectados
experimentalmente con VFA de los serotipos C-S8cl o SAT-1. La enfermedad se
caracteriza clinicamente por apatia, pelo erizado, lomo encorvado y moderada pérdida de
peso a las 24 h post infeccion. Subsiguientemente, se observa sintomatologia neuroldgica,
manifestada principalmente por el desarrollo de ataxia del tren posterior.
Microscopicamente, se detectan importantes alteraciones en el estrato espinoso en la piel
de la almohadilla plantar. En un primer momento se observa degeneracion de este estrato
de la epidermis, seguido luego de edema intercelular y formaciéon de microvesiculas,
localizadas fundamentalmente cerca de la membrana basal. Salguero y colaboradores en
ratones C57BL/6 infectados con VFA C-S8cl demostraron que el virus se propaga en casi
todos los 6rganos analizados, causando una infeccion sistémica (Salguero et al., 2005).
Los animales mostraron una linfopenia severa, asi como lesiones microscopicas en varios
organos similares a los descritos en los huéspedes naturales.

La infeccién de ratones adultos con VFA es dependiente de un nimero de variables,
incluyendo la dosis, la via de inoculacion y la genética del raton. Esta descripto que los
ratones Swiss son menos susceptibles al virus C-S8cl que los ratones C57BL/6 y los
ratones BALB/c. La via de inoculacion es otro determinante importante de los resultados
en las infecciones virales (Turner and Moyer., 2002). Las inoculaciones subcutaneas
(almohadilla de la pata) y las inoculaciones intraperitoneales de ratones C57BL/6 con VFA
fueron letales, aunque la inoculacién intraperitoneal caus6 una muerte mas rapida. Este

resultado no es sorprendente ya que con la inoculacion subcutanea generalmente se
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produce una replicacion mas lenta, que puede permitir al hospedador disponer de
suficiente tiempo para activar los mecanismos de defensa.

Una diferencia importante entre las vias de infeccién subcutanea e intraperitoneal
que puede explicar las diferencias en el resultado es las poblaciones de células
presentadoras de antigenos (CPA) implicadas en la iniciacion de la respuesta inmune. Las
diferencias en la cinética viral entre las dos rutas de infeccién puede ser debida a las
diferencias en las poblaciones de las CPA o al entorno de citoquinas asociadas con las
CDs y los MOs peritoneales (Banchereau et al., 2000; Pulendran et al., 2001).

La inoculacion oronasal, sin embargo, no condujo a la muerte en ratones C57BL/6
aunque desarrollaron lesiones microscépicas. La resistencia mostrada por los ratones
C57BL/6 al virus cuando son inoculados por via oronasal se compara con la resistencia
que los cerdos muestran a la infeccion con VFA en aerosol (Alexandersen at al., 2002).
Por todo ello, podria ser posible que el virus se propague mas lento después de la
inoculacién oronasal y esto posibilita el control de la replicacion viral antes de que el virus

cause una infeccion sistémica.

1.7.1. Diferencias entre animales infectados y vacunados en el modelo murino

Las respuestas contra el VFA infeccioso o inactivado no solo presentan diferencias
en la duracion de la inmunidad generada, sino que ademas difieren en la dependencia de
colaboracion de LT para inducir la produccién de acs. Mientras que el virus infeccioso se
comporta como un antigeno T independiente, el virus inactivado inoculado a bajas dosis se
comporta como un tipico antigeno T dependiente, requiriendo de colaboracion T para
inducir acs (Piatti et al., 1991). En experimentos de transferencia adoptiva de linfocitos a
ratones receptores virgenes irradiados y luego infectados, se observé que la transferencia
de LB provenientes de dadores infectados 8 dias antes, rapidamente generaba una
respuesta neutralizante. Por el contrario, la transferencia de LB provenientes de dadores
vacunados con VFA inactivado era incapaz de generar una respuesta de acs SN. En
cambio, si conjuntamente con los LB provenientes de animales inmunizados se transferian
LT, la respuesta era inducida. De modo que el mecanismo de eliminacion del virus
continuaba siendo mediado por LB, ya que la transferencia exclusiva de LT no inducia
inmunidad. Por lo tanto, cuando se realiza la inmunizacibn con virus inactivado, la
induccién de una respuesta de acs SN requiere colaboracion T. Por el contrario, la
respuesta generada luego de la infeccién, no precisa de LT para ser inducida (Piatti et al.,
1991). Pérez Filgueira y colaboradores han reportado sobre las diferencias cualitativas en
el tipo de respuesta inducida por el virus infeccioso e inactivado, también han demostrado
que pueden ser evidenciadas por el perfil de isotipos que se produce en cada caso. En

ratones infectados, a partir de los siete dias post infeccidén (dpi) es posible detectar en
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suero, ademas de la IgM neutralizante producida ya desde el tercer dpi, a los isotipos 1gG1
e IgG3. Desde el dia 14, IgG2a e 1gG2b siendo IgG1 e IgG2b los isotipos predominantes a
partir de los 14 dpi. Por el contrario, en ratones vacunados con vacunas convencionales
(hidréxido de aluminio o emulsion de agua en aceite) IgG1l e IgG2a son los sub-isotipos
que predominan, acompafiados de bajos niveles de IgG2b. La subclase IgG3 no se
detecta en animales vacunados (Perez Filgueira et al., 1995).

Ha sido demostrado, tanto in vitro como in vivo, que las CDs juegan un rol
fundamental en la respuesta inmune de los murinos hacia el VFA. Ostrowsky y
colaboradores demostraron que estas células se infectan de forma abortiva con el VFA, lo
gue induce una diferenciacion hacia un fenotipo macrofagico que resulta en una falla en el
desarrollo de la respuesta T dependiente durante la infecciébn aguda. También se demostr6
que esta falla de las CDs en la estimulacién de la respuesta T esta asociada con la
produccién de IL10. La inhibicion de la respuesta T por IL10 esta caracterizada (De Waal
Malefyt et al., 1998) y ha sido reportada en otras infecciones virales (Granelli et al., 2004).

Los autores discuten que la respuesta de acs contra el VFA infeccioso parece
proceder en dos fases. En la fase temprana, durante la primer semana de infeccion, se
desarrolla una produccion rapida, T independiente, de acs SN los cuales son suficientes
para eliminar el virus en aproximadamente 3 dias. Seis dias luego de la infeccion, se
produce la segunda fase de la respuesta inmune que depende de colaboraciéon T. Como
resultado de esta segunda fase se produce la secrecidon de acs por largos periodos de
tiempo, el cambio del isotipo de los acs y se establece la memoria inmunolégica. Por el
contrario el VFA inactivado estimula a las CDs para producir una respuesta de acs de tipo
T dependiente.

En 2007, Ostrowsky y colaboradores, demostraron que la modulacién de las CDs
mediada por el VFA infeccioso, es clave para el desarrollo de la respuesta inmune
temprana contra el virus, dado que son estas CDs infectadas las que estimulan a los LB de
la zona marginal (ZM) del bazo, para producir los acs de forma T independiente
(Ostrowsky et al., 2007). También reportaron que el principal 6rgano donde tiene lugar esta
produccion de acs, es el bazo mientras que los nédulos linfaticos no participan de forma

alguna (Langellotti et al., 2014).
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2. Vacunas contra VFA

2.1. Vacunas tradicionales.

La primera fuente de antigeno viral utilizado como vacuna contra el VFA, conocida
como vacuna Schmidt-Waldman, fue obtenida de lesiones linguales de bovinos infectados.
En 1951, ésta fue reemplazada por una vacuna que contenia a un antigeno producido in
vitro a gran escala en cultivos primarios del epitelio lingual bovino (Frenkel et al., 1947).
Las particulas virales eran cosechadas, clarificadas, filtradas, inactivadas con formaldehido
y adsorbidas con hidroxido de aluminio. El sistema presentaba ventajas importantes como
la simpleza de su ejecucion, los altos y constantes niveles de producciéon de antigeno viral
y no requeria adaptacién del virus al cultivo celular. Este método fue rapidamente
comercializado en Francia y Argentina, y facilité la introduccion de programas generales de
vacunacion en muchos paises europeos (Rosenbusch et al., 1948). A partir de 1960
comenzaron a desarrollarse métodos de produccion de virus en cultivos celulares.
Inicialmente, se utilizaron cultivos primarios de rifion bovino o porcino que fueron
reemplazados mas tarde por cultivos de células de rifion de hamster, Baby Hamster
Kidney Cells-21 (BHK-21) clon 13, crecidas en monocapa o0 en suspension (Radlett et al.,
1985). Otras lineas celulares han sido adaptadas para el crecimiento en suspensién y son
eficientes productoras de VFA; entre ellas se conocen las lineas de células de rifién de
cerdo (IBRS2), de células de pulmén de hamster (HmLu) y de células de embrion de
hamster (NIL2).

2.2 . Vacuna para FA usada actualmente

En la actualidad, los antigenos virales utilizados en las vacunas contra VFA, se
producen a escala industrial en células BHK-21, cultivadas en suspension. Los
sobrenadantes de los cultivos se clarifican por filtracién para eliminar restos celulares y se
concentran por precipitacién del virus con polietilenglicol (PEG) o por ultrafiltracion.
Originalmente, el virus era inactivado con formaldehido. Sin embargo, la inactivacion a
través de este tratamiento presentaba el riesgo de permanencia de actividad infectiva
residual y de pérdida de potencial inmunizante de la preparacién. En la actualidad es
obligatoria la utilizaciébn de inactivantes de primer orden como las aziridinas. La
inactivacion del VFA se realiza usualmente por tratamiento con etilenimina (El) en la forma
de etilenimina binaria (BEIl) (Bahnemann et al., 1975; Doel and David, 1984).

La integridad de las particulas 140S es crucial para la eficacia de las vacunas. El
medio ambiente altamente heterogéneo que constituyen los lisados vacunales, favorece la

degradacion de las particulas y la aglomeracion. Incluso un aumento en la temperatura por
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sobre los 15°C, lleva a la ruptura progresiva de las mismas, generando particulas 12S
(pentameros de VP1, VP2 y VP3) con muy baja actividad inmunogénica.

El virus inactivado posee baja inmunogenicidad por lo que se utilizan sustancias
adyuvantes que actian como vehiculos y como inmunoestimuladores. Las primeras
vacunas que se emplearon se preparaban a partir de soluciones acuosas formuladas con
saponina e hidréxido de aluminio. Sin embargo, los animales vacunados con las vacunas
acuosas resultaban protegidos por un periodo de cuatro meses. Posteriormente, se
utilizaron adyuvantes oleosos lo que significéd el alcance de estados de proteccion mas
duraderos.

En nuestro pais vacunas oleosas se formulan con mezclas de aceites minerales.
Debido al sistema de liberacién lenta del antigeno inactivado las emulsiones oleosas
brindan mayores niveles de inmunidad duradera y efectiva (Spath et al., 1995), permitiendo
espaciar hasta 12 meses las re-vacunaciones.

Existen algunos inconvenientes asociados a la produccion de las vacunas antiaftosa

inactivadas:

- El alto costo de produccion en contencién de bioseguridad NBS3 A.

- La naturaleza misma del proceso de inactivacion viral, a escala industrial, no descarta
completamente la existencia de infectividad residual en las diferentes partidas de vacunas
comerciales, y la potencialidad de originar nuevos focos a partir de los mismos animales
vacunados (Brown et al., 1993), o de escapes de las plantas productoras.

- La necesidad ineludible de mantener una cadena de frio para conservar la estabilidad de
la vacuna, ya que un aumento de la temperatura lleva a la fragmentacién de las particulas
140S, las que son imprescindibles para lograr una respuesta protectora.

- La composicién quimica indefinida en cuanto al contenido del antigeno vacunal y la
presencia de contaminantes celulares, relacionado en algunos casos, con shocks
anafilacticos en los animales vacunados (Barteling and Vreeswijk, 1991).

- En muchos casos puede resultar dificil diferenciar entre los animales infectados
naturalmente y aquellos vacunados, ya que éstos Ultimos también pueden adquirir
proteinas no estructurales, como parte de los contaminantes del lisado de células
infectadas.

- La necesidad de incluir mas de una cepa de cada serotipo, ya que en la mayoria de los
casos no ofrecen proteccion cruzada

- Estas vacunas inactivadas brindan un corto tiempo de salvaguarda, obligando a realizar
esquemas periddicos de vacunacion (Doel et al., 2003).

Debido a estas desventajas de las vacunas convencionales y a que la enfermedad no ha
sido aun erradicada en el mundo, se han realizado muchos esfuerzos para desarrollar

vacunas alternativas contra el VFA.
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2.3. Diferentes estrategias para el desarrollo de vacunas contra el VFA

2.3.1. Vacunas a subunidades proteicas o a subunidades peptidicas o extractos de
plantas que contienen el ADN que codifican para proteinas del VEA

Esta estrategia consiste en la inoculacién de proteinas inmunogénicas producidas
por técnicas de acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante. Se utilizan proteinas
relevantes, desde el punto de vista inmunoldgico, abriendo la posibilidad de contar con
vacunas quimicamente definidas, que faciliten ademas la diferenciacion inequivoca entre
animales vacunados e infectados. Inicialmente se pensd que el virus inactivado podia
reemplazarse directamente por la proteina VP1, (Strohmaier et al., 1982), producida en
grandes cantidades en un sistema heter6logo de expresion. Por otro lado, Broekhuijsen y
colaboradores desarrollaron proteinas de fusion con una o multiples copias de
determinantes antigénicos de VFA del serotipo O (aminoacidos 137-152 y 199-213)
insertadas en el extremo amino terminal de la B-galactosidasa de E.coli. En este caso, la
presencia de dos o cuatro copias en tandem, indujo una respuesta protectora en cobayos.
(Broekhuijsen et al., 1986). Sin embargo, en otro trabajo realizado por Huang y col.
(Huang, 2000), en el cual se inocularon bovinos con una proteina recombinante de fusion,
conteniendo el gen de la B-galactosidasa y repeticiones en tandem del epitope principal de
VFA (ASA o equivalente), solamente se indujo una proteccién parcial.

Asimismo, se han evaluado vacunas compuestas por extractos de hojas
transformadas de Arabidopsis thaliana que expresan la proteina VP1. En este trabajo, se
vio que dicha vacuna indujo una respuesta protectora frente a la exposicion del virus en los
ratones vacunados (Carrillo et al., 1998). Se han reportado estudios similares donde se
utilizan extractos de plantas de papas que contiene en su ADN el transgén VP1 (Carrillo C
et al., 2001) o plantas de alfalfa que tienen en su ADN los transgenes P1 y 3C (Dus Santos
MJ., et al 2005) alcanzado una respuesta protectora de los animales vacunados en ambos
casos. El Ultimo trabajo reportado, utilizando esta técnica es el trabajo de Wang (Wang et
al 2012), en éste infectaron plantas de arroz con agrobacterium, el cual contiene ADN que
codifica para la poliproteina P12A3C del VFA, luego se inmunizaron ratones via
intraperitoneal (ip) y oral con el extracto proteico de la planta de arroz. Con este
procedimiento se logré inducir en los animales una respuesta en acs SN especificos contra
VFA capaz de eliminar totalmente el virus en los ratones desafiados con VFA cuando se
los inmunizo por la via ip y en forma parcial cuando se los inmunizé por la via oral.

Por otra parte, para incrementar la respuesta inmune inducida por este tipo de
vacunacion se utilizaron nano-beads dirigidas a las CDs (Deanne et al., 2008) y nano-
particulas de oro como carrier de péptidos antigénicos (Chen et al., 2010). De esta forma
se logré incrementar la respuesta inmune humoral y celular en ovejas y la respuesta

humoral en ratones, respectivamente.
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Por ultimo, se han desarrollado péptidos dendriméricos que contienen epitopes By T
del VFA, (Cubillos et al., 2008; Blanco et al., 2013). En el trabajo del grupo de Cubillos, se
inmunizaron via intramuscular cerdos con un péptido dendrimérico que contenia una copia
de un epitope T (3A 21 a 35) y 4 copias de un epitope B (VP1 136 a 154). En estos
animales no se observé que desarrollaran signos clinicos después del desafio con VFA ni
replicacién del virus en via sistémica o via de mucosas ni hubo transmisién por contacto a
cerdos no infectados. Por otra parte, el grupo de la Dra. Blanco estudio la relevancia de la
multivalencia de los epitopes B en los péptidos, inmunizando a ratones con péptidos
dendriméricos que contenian 2 copias (B2T) o 4 copias (B4T) del epitope B, resultando
que el B2T induce en los ratones una similar o mejor respuesta inmune especifica que el
B4T. Ademas, en este estudio se encontré que es importante para la respuesta inmune la

posicion del epitope T en el péptido dendrimérico.

2.3.2. Particulas similares a Virus de la Fiebre Aftosa (VLP)

Durante la infeccién viral es posible aislar particulas vacias enteras, en diferente
proporcion segun la cepa (Rweyemamu et al., 1979). Las capsides vacias naturales son
capaces de unirse a células susceptibles y han demostrado ser capaces de inducir acs
neutralizantes (Rowlands et al., 1975; Rweyemamu et al., 1979).

Las VLPs (Particulas similares a Virus de la Fiebre Aftosa) son particulas no
patdgenas que tienen caracteristicas estructurales y antigenicidad similar al virus parental,
son similares en conformacion a viriones intactos y estan formados por el auto-ensamblaje
de las proteinas de la capside procesadas. Un factor critico de las vacunas VLPs contra
VFA es la capacidad de procesar la poliproteina de la capside viral (P1) en productos
escindidos que luego pueden ensamblarse en VLP. Por otro parte, han sido estudiados
diferentes caminos de procesamiento de proteinas para la inclusion de proteinas virales no
estructurales 2A, 2B y proteinasa 3C (Grubman MJ et al., 2003; Mayr G A et al., 1999;
Pena L et al., 2008). Existen varios sistemas de expresién para la produccion de VLPs,
incluyendo:

* Varias lineas celulares de mamiferos que han sido transfectadas o transducidas ya sea
de forma transitoria o estable con vectores de expresion virales (Ren X et al., 2009; Li J, et
al., 2008; Migniaqui et al., 2013)

» El baculovirus / células de insectos y sistemas de larvas (Li Z et al., 2010; Cao et al.,
2009; Li Z etal., 2008; Ruiz et al., 2014)

* Varias especies de levaduras incluyendo Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastori

(Balamurugan V et al., 2003)
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* Escherischia coli y otras bacterias (Li YG et al., 2007; Bachrach et al., 1975; Vidal et al.,
1991).

A continuacién se describen algunos ejemplos:

Utilizando una plataforma que utiliza levaduras se desarrolld una vacuna
experimental formulada con VLP contra la FA expresada en Pichia pastori. Con esta
vacuna, se indujo en cobayos una respuesta humoral con produccion de acs SN y
proteccion frente al desafio con virus homélogo (Balamurugan et al., 2003). Asimismo,
para mejorar las respuestas inmunes mediadas por células en ratones y la
seroneutralizacién inducidas por este tipo de vacuna, se utiliz6 la co-expresién de
adyuvantes moleculares como la citoquina bovina recombinante IFNy (Shi et al., 2006), IL-
18 (Shi XJ et al., 2007) o HSP-70 (Shi XJ et al., 2007) junto con las capsides.

Las vacunas que utilizan VLPs experimentales derivadas de baculovirus contra el
VFA han inducido en cerdos una cierta proteccion contra la enfermedad clinica, pero no
lograron proteger frente a la replicacion viral. Por otro lado en vacas, se han reportado 2
trabajos de vacunas VLPs expresadas en baculovirus, el de Li (Li et al., 2010) y el de
Subramanian (Subramanian et al., 2012). En el primer estudio, se inmunizaron vacas con
una vacuna a VLP que contenia las secuencias de la capside y la proteina 3C del VFA del
serotipo de Asial/HNK/CHA/05. En estos animales se observo una respuesta protectora
frente a un virus homoélogo a los 28 dias post vacunaciéon. En el segundo trabajo, se
vacunaron vacas con VLPs que contienen la poliproteina P1 del serotipo O1 de Malasia
junto al adyuvante ISA 206. Esta vacunacion indujo en el ganado un valor PD50 (Prueba
Dosis media de Proteccion) de 5.01 y la mayoria de los animales exhibieron titulos de acs
SN después de 2 inmunizaciones. Por Ultimo, en el 2013 se reportd un trabajo en el que
utilizaban este sistema de expresion para una vacuna VLP (O/IND/R2/75), que tenia la
proteina 3C mutada para aumentar la produccién de la proteina. Esta vacuna fue evaluada
en cobayos, induciendo en estos animales una repuesta protectora en la que el 70 % de
los cobayos estaban protegidos frente al desafio con VFA (Bhat et al., 2013).

Con respecto a la expresion de VLPs en células de mamiferos, en un trabajo se
utilizé como sistema de expresion a células de mamiferos crecidas en suspension sin
suero para las VLPs de A2001. Estas VLPs fueron inoculadas en ratones induciendo en
estos una respuesta protectora total frente al desafio viral. (Mignaqui et al., 2013)

Por otro lado, se ha desarrollado un sistema de expresion que fusiona epitopes
inmunogénicos a la proteina del core de la hepatitis B. Esta ultima tiene la capacidad de
autoensamblarse en particulas de 27nm cuando son expresadas en E. coli. Estas
particulas estables se purifican y son altamente inmunogénicas en animales de laboratorio.
Este sistema de expresion fue empleado para fusionar la regién inmunogénica principal del

VFA (amino&cidos 142-160 de la proteina VP1 del serotipo O1 Kaufbeuren) al extremo
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amino terminal de la mencionada proteina del core de la hepatitis B. Se reportd que la
inmunogenicidad obtenida por estas VLPs fue semejante a la producida por las particulas
intactas del VFA (Clarke et al., 1987).

2.3.3. Plataformas con vectores virales

Los vectores virales han sido utilizados con éxito para transferir secuencias que
codifican para las proteinas de la capside del VFA en animales. Hay varios ejemplos de
vectores virales incluyendo Herpes virus (pseudo rabia), poxvirus y vectores adeno-virus.
Sin embargo, la plataforma mejor documentada y mas eficaz es el adenovirus hAd5-FA.
Estas vacunas contra el VFA fueron ampliamente probadas y se ha demostrado que
pueden ser tan eficaces como la vacuna inactivada contra el VFA (Moraes et al., 2002;
Pacheco et al., 2005). Se estan desarrollando protocolos para la produccion escalable de
esta vacuna molecular antiaftosa para obtener la licencia, aprobacién y disponibilidad por
parte del Departamento de Agricultura de EEUU para incluirla a la Reserva Veterinaria
Nacional de ese pais (Grubman MJ et al., 2010). Estos nuevos candidatos de vacuna
molecular antiaftosa estan siendo actualmente fabricados en lotes experimentales y
probados en el ganado en el territorio continental de Estados Unidos como parte del
proceso para la obtencién de la autorizacion por los organismos de regulacion veterinario
(Grubman MJ et al., 2010).

Por otra parte, en estos Ultimos afios se han evaluado otros tipos de virus para ser
usados como carriers: el virus de la enfermedad hemorragica de conejo (RHDV), que
indujo en cerdos inoculados por via intramuscular con esta vacuna junto con el adyuvante
ISA 206 una respuesta a acs IgG e IgA especifica contra VFA y secrecion de IFNy (Crisci
et al., 2012) y el virus de la viruela caprina que si bien en ratones inmunizados con esta

vacuna se obtuvieron altos titulos de acs SN no fue efectiva en ovejas (Ma et al., 2014).

2.3.4. Vacunas a microorganismos vivos modificados

El desarrollo de vacunas a microorganismos vivos atenuadas contra la FA ha tenido
un éxito limitado debido a varios factores: que la atenuacion sea incompleta y reversible, a
gue la atenuacion sea efectiva en una especie y en la otra no (por ejemplo, atenuada en
bovinos, pero no en porcinos), o a que las vacunas fueron incapaces de inducir una
respuestas inmunes protectora consistente (Mowat GNet al., 1962; Mowat GN et al., 1969;
Brown CC et al., 1996). Sin embargo, el advenimiento de las nuevas tecnologias, como el
desarrollo de sistemas de ADN copia (ADNc) y de genética reversa para el VFA
proporciona nuevas oportunidades para la identificacion de determinantes de virulencia en
el genoma del VFA. A medida que se identifiquen nuevos factores determinantes de

virulencia, surgirdn nuevas posibilidades para las vacunas atenuadas. Para ello, se
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necesitara la comprensién detallada de la interaccion virus-huésped y de los mecanismos
de patogénesis, con el fin de abordar las preocupaciones sobre la atenuacion completa en
todas las especies susceptibles, e incluso eliminando la posibilidad de reversién a la

virulencia.

2.3.5. Vacunacontra el VFA derivada de una plataforma de ADNc modificado

Las vacunas contra el VFA derivada de una plataforma de ADNc modificado se basa
en la utilizacién de ADNc del VFA que no contiene la secuencia L (secuencia lider de la
proteinasa) la cual estd implicada en la patogénesis del VFA “in vivo”. Este ADNc ha sido
tomado como una plataforma segura para la produccion de vacunas atenuadas (Piccone et
al., 1995; Mason et al., 1997; Chinsangaram et al., 1998). En un estudio piloto, esta
plataforma viral ha demostrado ser completamente atenuada en el ganado en base a la
ausencia de lesiones en la lengua luego de la inoculacion directa en bovinos susceptibles
(Mason PWet al., 1997). Mas recientemente, se ha mejorado mediante la adicién de sitios
de enzimas de restriccion para el rapido intercambio de la secuencias de la capside y
también para la supresion de epitopes especificos de las proteinas no estructurales (NSP)
3B y 3D, lo que permite las pruebas seroldgicas DIVA (ELISA gque discrimina entre
animales infectados de los vacunados) (Uddowla S .et al., 2012).

Uno de los Ultimos trabajos reportado que ha utilizado esta plataforma fue el de
Segundo (Segundo et al., 2012). En este estudio se ha evaluado en cerdos una vacuna
atenuada, en la cual se muté un dominio conservado de la proteina L, evitando que la
proteina sea retenida en el ndcleo de las células de los animales vacunados y la
degradacion del factor nuclear_kB. Los cerdos inmunizados con esta vacuna no tuvieron

signos clinicos de la enfermedad, ni viremia frente al desafio viral.

3. Vacuna génica

3.1. Respuesta inmune inducida por las vacunas a ADN

Las vacunas de ADN tienen una gama de beneficios con respecto a las
preparaciones de las vacunas convencionales. Este tipo de vacuna no son infecciosas,
tienen buena estabilidad térmica y son faciles de manipular (Gurunathan et al., 2000),
permiten la incorporacién de los genes marcadores y la co-expresién de mudltiples
antigenos. Ademas, entre las principales ventajas de la inmunizacion con ADN son la
simplicidad de la administracion, la produccidon en masa rapida y barata, y la facilidad de
preparacion (Liu and Ulmer, 2005).

La inmunizacién con ADN plasmidico que codifica un antigeno inmunogénico

representa un nuevo y prometedor método en la investigacion en el desarrollo de vacunas.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Un numero de estudios han demostrado que después de la inmunizacion con ADN
desnudo, el antigeno expresado es naturalmente procesado y presentado a los LT en el
contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y de clase I,
induciendo una amplia gama de respuestas inmunes, incluyendo la produccién de acs y la
activacion de los LT citotéxicos CD8 y de los LT helper CD4 (Donnelly et al., 1997;
Feltquate et al., 1997; Somasundaram et al., 1999). Asimismo, la vacunacion con ADN
induce la respuesta inmune innata (Yankauckas MA et al., 1993; Klinman DM et al., 2004).

Las vacunas de ADN pueden administrarse usando 3 diferentes mecanismos fisicos;
la inoculacion por aguja; pistola de genes (biobalistica, un dispositivo utilizado para la
propulsion del ADN unido a particulas de oro, las cuales ingresan directamente en las
células vivas), técnica por la cual el ADN ingresa directamente en el citoplasma de las
células y la electroporacion, mecanismo en el cual se crean poros temporales en las
membranas celulares para permitir que el ADN pueda pasar al citoplasma. De estas 3
técnicas la inoculacién por aguja es la mas versatil y econémica y menos dafiina para los
animales. En este trabajo, se eligié este mecanismo de inoculacién, en forma intradérmica.
Se cree que el ADN inoculado con aguja por esta via es tomado por las células de la piel,
a través de endocitosis mediada por macropinocitosis dependiente de proteoglicano. Una
vez ingresado el ADN en la célula, este entra en el ndcleo por medio de un complejo de
poros nucleares que permite el transporte selectivo de macromoléculas en ambos
sentidos, en el ndcleo se produce el ARNm, el cual es transportado al citoplasma, en
donde se inicia la traduccion a proteina. Posteriormente, en muchos casos el antigeno
puede ser secretado desde las células de la piel o puede ser liberado desde células
muertas que han expresado el antigeno. Luego, el antigeno secretado o liberado es
tomado por las CDs; procesado y presentado por moléculas del MHCII (respuesta T
helper) (Elnekabe et al., 2011). Alternativamente, si el antigeno es expresado directamente
en las CDs, éste puede ser procesado intracelularmente y presentado por el MHCI
(respuesta-T Citotoxica). Después, las sefiales estimuladoras inducidas por la inyeccion en
si misma y por el plasmido, generan la maduracion de las CDs de la piel, y su migracién a
los nédulos linfaticos (NLs) en los siguientes dias-semanas. En los nodulos linfaticos las
CDs que presentan a los antigenos por la via del MHCII, estimulan y activan a los LT
helper CD4 y las que presentan a los antigenos por la via del MHCI, estimulan y activan a
los LT CD8+. Ademas, en los NLs se estimulan y activan los LB. Por otro lado, cuando los
LT CD4 activados interactan con los LB, se secretan citoquinas y las moléculas
coestimuladoras de los LT CD4 interactian con los receptores de LB. (Elnekabe et al.,
2011) (Fig. 3).
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Fig. 3: Mecanismos inmunolégicos desencadenados por la inoculacién de los plasmidos por
via intradérmica. a) Presentacion antigénica. Dibujo extraido de
http://www.intechopen.com/books/melanoma-from-early-detection-to-treatment/recombinant-dna-
technology-in-emerging-modalities-for-melanoma-immunotherapy. b) Activacion de los linfocitos en el
nédulo linfatico. Dibujo adaptado del trabajo Michele et al., 2008.

En estudios recientes, a través de técnicas inmunolégicas y nuevos modelos de
ratones se ha facilitado el estudio in vivo que ha provisto de una nueva vision en el
desarrollo y la funcionalidad de las CDs. Estos estudios demostraron que las CDs de la
dermis (CDd), tanto las CD de Langerhans (CL) como las CD derivadas de tejido median la
presentacion antigénica o la transferencia de antigenos a CDs residentes de los nédulos
linfaticos (CD-LN) para la presentacién antigénica. Ademas, se ha identificado una nueva
subpoblacién de CDd que expresan langerina (CD-In+), un receptor que se pensaba que
sblo se expresaba en CL. Las CL y las CD-In+ tienen diferencias en las capacidades
migratorias y funcionales. Bajo condiciones inflamatorias las células CD-In+ migran

rapidamente a los NLs y residen en la paracorteza con el fin de presentar a los antigenos a
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las LT. Por otro lado, las CL arriban a los NLs mas gradualmente y su acumulacién
maxima puede ser encontrada a los 2-4 dias posteriores. Este patron de la migracion
apoya el concepto de que las CD-In+ en lugar de las CL de la epidermis son las CPAs
clave en la generacion de LT especificas de antigeno. Ademas de las CDs, los
gueratinocitos localizados en la epidermis pueden facilitar la discriminacién entre una
sustancia inocua a una sustancia peligrosa. Los queratinocitos expresan receptor tipo toll
(TLR) 9 endosémico, que puede reconocer las secuencias no metiladas CpG
estimuladoras presentes en el plasmido de ADN. La activacién de estos TLR-dependiente
de los queratinocitos promueve la produccion de interferones de tipo | y el desarrollo de
respuestas inmunes de tipo Thl. Los queratinocitos también pueden ser inducidos a
producir diversas citoquinas, entre ellas IL1, que desempefia un papel importante en la
activacion de LT y los CD.

Por otra parte, Elnekave y colaboradores han reportado que durante los primeros
dias postinmunizacion con una vacuna génica, las CDsd que fueron transfectadas de
forma directa presentan eficientemente el antigeno a los LT CD4 y a los LT CD8 del NL al
tener la capacidad de presentacién cruzada; subsiguientemente, con un ligero retraso, se
produce la presentacién directa por las CD Ln+ (CDs langerinas +) estimulando
mayormente a los LT CD8 virgenes. Luego, las CD residente de los NL, activadas por las
CDd, mantienen su capacidad de estimular a los mencionados LT; sin embargo la
contribucion de esta presentacion tardia frente a la activacion total de los LT CD8 es
minima (Elnekave et al., 2011) (Fig. 4).

Expert Rev. Vaccines © Future Science Group (2011)

Fig. 4: Células involucradas en la inmunizacién intradérmica. Extraido de Elnekave et al 2011
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3.2. Vacunas génicas veterinarias

Por otro lado, los primeros estudios de vacunacién génica examinaron la eficacia de
ésta en modelos de animales pequefios contra patdégenos humanos importantes tales
como el virus de la inmunodeficencia humana (VIH) (Wang et al., 1993) virus de la
hepatitis (He et al., 1997; Schirmbeck et al., 1995), virus del herpes (Ghias H et al., 1995;
McClements WL et al., 1996), el virus de la influenza (Robinson HL et al., 1993; Ulmer JG
et al., 1993; Webster RG, Fuller DH et al., 1993; Fynan EF et al 1993; Montgomery DL et al
1993) y el virus del sarampién (Fooks et al., 1996). La ventaja de hacer estudios
preliminares en estos animales, hizo que la investigacion de este tipo de vacuna,
progresara rapidamente al campo de las vacunas veterinarias. En la década de 1990, se
iniciaron los primeros estudios sobre vacunas génicas contra influenza aviar A (H7N7)
(Robinson HL et al., 1993; Fynan EF et al., 1993) y el virus del herpes bovino de tipo 1
(Cox GJ et al., 1993). De hecho, en esa década surgié una gran cantidad de candidatas a
vacunas veterinarias, dirigidas a mas de 30 virus animales, pero el progreso en la
concesion de licencias y comercializacién de vacunas de ADN es lento, y por eso a pesar
de los mas de 20 afios de investigacion, solo hay cuatro vacunas de ADN veterinarios
patentados: para el virus del Nilo Occidental en equinos (West Nile Innovator®, Fort
Dodge) (Davidson AH, et al., 2005), el virus de la necrosis hematopoyética en el salmoén
(APEX®-NHI, Novartis) (Garver KA et al., 2005), una vacuna génica contra el melanoma
en los perros (ONCEPTO ™ Canine Melanoma Vacuna Merial) (Bergman PJ et al., 2006) y
una vacuna génica que contiene un vector que codifica para una hormona de crecimiento
para cerdas en edad de reproduccion (GHRH LifeTide® SW 5), la cual permite una
disminucion significativa de la mortalidad y morbilidad perinatal, lo que resulta en un

aumento en la productividad de cerdas y el nimero de crias por cerda (Khan et al., 2005).

3.3. Vacunacién génica contra VFA

Las vacunas génicas contra VFA se ha estudiado en ratones, cobayos, cerdos
desde finales de 1980 (Brown F. et al 1987, Brown F. et al 1992) y en vacas desde el 2005
(Jin et al., 2005) evaluando la respuesta inmune humoral, celular y protectora.

Con respecto a las vacunas génicas contra VFA estudiadas en ratén o cobayos, se
ha evaluado la respuesta inmune estimulada por plasmidos que codifican para la proteina
VP1 (debido a sus antigenicidad y caracteristicas previamente descriptas) y por plasmidos
gue codifican para la poliproteina P1. Ambos plasmidos, solos o con adyuvantes, indujeron
respuestas inmunes celulares y humorales especificas contra el virus y con algunas se ha
alcanzado la proteccion frente al desafio en los animales vacunados. De esta forma se
demuestra que ambos son buenos antigenos para ser utilizados como vacuna génica
contra el VFA.
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Con el fin de potenciar la respuesta inducida por las vacunas a ADN se han
incorporado a la formulacién vacunal, adyuvantes moleculares. En estudios realizados en
ratén o cobayo, se ha probado la vacuna génica contra VFA combinada con: IL1 (Shao et
al., 2005); IL2 (Zhang et al., 2008); IL6 o TNF alfa (Su et al., 2008); IL9 (Zou et al., 2010);
IL18 (Xia et al., 2007), IL15 ( Wang et al., 2008), OX40L (Xia et al., 2007), CD40L (Xiu et
al., 2010), GMCSF (Sedeh et al., 2012) y la conjuncién de varias citoquinas (Su et al.,
2012). Todos estos adyuvantes moleculares, si bien han incrementado la respuesta
humoral y celular de la vacunacién génica que contienen vectores que codifican para VP1
0 P1 o epitopes del VFA, en ninguno de estos trabajos se describe una respuesta
protectora total en ratén o cobayo frente a un desafio viral.

Ademas, en un reporte se han evaluado diferentes adyuvantes quimicos como
buvicaine, Tween 80, levamisole, una formulacion salina y etanol (Jin et al., 2004). Solo el
levamisole estimuld una respuesta tipo LT colaboradores tipol (Thl), incrementando los
niveles de IFNy mas de 100 veces comparada con la solucion salina.

Por otro lado, en estos animales se han evaluado otras alternativas para aumentar la
respuesta inmune inducida, mejorando la entrega (delivery) de la vacuna a ADN mediante
la inmunizacion via electroporacion (Kim et al.,, 2006); o el recubrimiento con
polientelilglicol (PLG) (Choudary et al., 2008); o mediante la adsorcion del ADN a
macroparticulas cationicas (Jadav et al., 2011) o a nanoparticulas (Joyappa et al., 2009),
también se utilizaron el ADN junto a particulas de quitosano y a una proteina de membrana
de Salmonella typhimurium, que se utiliz6 como ligando de TLR (Nanda RK et al., 2014) .
En todas estas investigaciones, se ha logrado incrementar la respuesta protectora, siendo
relevante que en el trabajo reportado por Joyappa (Joyyapa et al.,, 2009) y en el de
Namada (Namada et al., 2014) las vacunas indujeron una respuesta protectora total frente
al desafio viral.

Ademas, de mejorar el delivery del ADN, se ha evaluado la estrategia de la
inmunizacién prime-boost para mejorar la respuesta inmune humoral y celular inducida por
la vacunacioén génica (Shieh et al., 2001; Bae et al., 2009).

Con respecto a las vacunas génicas contra VFA evaluadas en vacas, existen pocos
trabajos. Jin y colaboradores estudiaron la respuesta inmune generada por una
vacunacion con una vacuna génica con un vector que codifica para VP1 de VFA y
utilizando como refuerzo al antigeno inactivado 146S del VFA induciendo un incremento en
la respuesta humoral y celular (Jin et al., 2005). Naranjam y colaboradores en el 2011,
describieron la respuesta inducida por un vector que codifica para la replicasa del virus
Sindbis bajo el promotor CMV, la cual permite que el ADN se pueda replicar sin usar la
replicasa de las células de los animales inmunizados. Asimismo P1 del VFA, fue clonada
bajo un promotor subgendmico y rio arriba una secuencia no traducible (UTR) del VFA

para aumentar los niveles de expresion del gen clonado. Esta vacuna sorprendentemente
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indujo en las vacas una inmunosupresion en el titulo de Ac SN contra VFA (Naranjam et
al., 2011)

En bovinos también se evalu6 la respuesta inmune inducida por una vacunacion
prime-boost, adicionando con el factor de crecimiento de MOs (GM-CSF), utilizando el
mecanismo de electroporacion y recubriendo el ADN con macroparticulas de PLG (poly-
lactido co-glycolido) para mejorar el delivery del ADN. Se utilizé para sensibilizar (prime) un
vector pPCDNA3.1 que codifica para P1-2A 3C 3D y el refuerzo (booster) fue con VFAi y la
proteina no estructural 3D. El 75% de las vacas inmunizadas con este tipo de vacunacion
estuvieron protegidas frente a un desafio viral. (Fowler et al., 2012)

Asimismo en ovinos, se ha reportado un trabajo similar en el que se observo una
proteccién total, inoculando un plasmido que codifica para P12A3CD junto con otro que
codificaba GM-CSF y utilizando PLG para mejorar la transfeccién (Niborski et al., 2006)

Con respecto a las vacunas génicas contra VFA evaluadas en cerdos se ha descripto
diferentes trabajos que se muestran en la tabla 1.

Vacuna génica
(proteinas o Desafio
péptidos Delivery Dosis Via viral por Proteccidn Referencia
codificadas por los por-
pldsmidos)
Construccién que
implica a todo el
genoma del virus ADN 200 ug x 4 Co_ntacto . Ward et al
. (semanas Im directo Parcial
menos el sitio de desnudo 0,2,4,8) (7dpuv) 1997
union al receptor de e P
células
Construccion que
implica a todo el
genoma del virus ADN 200 ug x 4 Id Contacto : Ward et al.,
. (semanas . directo Parcial
menos el sitio de desnudo 0.2,4.8) Oreja (7dpuv) 1997
union al receptor de e P
células
3ug x4 Contacto
P12A3C plus intron Geur:]e (semanas INP directo No i?irggzt
9 0,3,5,8) (28dpuv) .
3ug x4 Contacto
P12A3C Gir;]e (semanas INP directo No Bealrggeé al,
9 0,3,5,8) (28dpuv)
Secuencia de VP1
(141-160y 200-213) | Gene | :M9X2 g | S0IDsoen Wong et al.,
. (semanas . el cuello Total
fusionada con su gun 0.4) Oreja (10dpuv) 2000
propia 1gG (pCEIS) ' P
501U en el
VPl Qe O1 Gehure Gene SHg x 2 rodeo Benvenisti et
combinada con VP1 un (semanas INP coronario No al. 2001
de Asia Shamiry 3C 9 0,3) (23dpuv) "
5uq x 2 501U en el
P12A3CD y EMCV Gene (se“rganas INP rodeo Parcial Benvenisti et
IRES gun 0.3) coronario al., 2001
' (23dpuv)
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300ug de

P12A3CD 10°>°
y 200 pg TCIDso en .
Cedillo-
P12A3CD y pGMcSF |  APN de Im, 1d el rodeo Total Barron et al.,
desnudo | pGMCSF x | Oreja | coronario 2001
3 (18-20
(semanas dpuv)
0,3,6)
10 5,5
300ug de TCIDso en Cedillo-
ADN P12A3CD | Im,Id | el rodeo .
P12A3CD . . Parcial Barron et al.,
desnudo | (semanas | Oreja | coronario 2001
0,3,6) (18-20
dpuv)
200ug de
. cada uno
S(elcfle-rigg S Zc\J/op-l ADN de los im | S0IDsoen Wong et al
vectores el cuello Total ”
213)(pCEIS) y IL2 desnudo muslo 2002
(pIL2S) X2 (10dpuv)
(semanas
0,4
200ug de
. cada uno
Secuencia de VP1 de los 501D en
(141-160 y 200-213) ADN Im Wong et al.,
. vectores el cuello Total
fusionada con su desnudo muslo 2002
. X2 (10dpuv)
propia IgG (pCEIS) (semanas
0,4
500pug x2 1000IDsg L
P12A3C-IL-18-3C d ADN (semanas Im via im Parcial Mingxiao et
esnudo 0.2) (10dpuv) al., 2007
300pg de
los
plasmido
que 10°°
Secuencia de VP1 codifica Im TCIDso en Cedillo-
(143-160 y 200-213) ADN para los ’ el rodeo
: . Id . No Barron et al.,
y la proteina 2A o la desnudo | antigenos Oreia | COronario 2003
-3D junto a pGM-CSF y 200 pg ! (18-20
de pGM- dpuv)
CSFx3
(semanas
0,3,6)
Secuencia de VP1
(141-160 y 200-213) ADN 200ug x2 Im | 501U viaim . Chenetal.,
transportada en la (semanas Parcial
. . desnudo muslo (14dpuv) 2005
proteina nucleo del 0,2)
virus de la hepatitis B
400ug de
cada 1055
P12A3CDYy p'éir;'do TCIDso en
pGMCSF+ refuerzo ADN Im, el rodeo Lietal.,
(semanas . Total
con 3D y refuerzo con | desnudo 0,3), 20ug coronario 2008
proteina de 3Ay Eleu-g)O
7,5ug de la P
proteina
Secuencia de VP1 400U x 3 10 * PFU
(133-156) y de VP4 ADN (serﬁgnas Im, Id | en el bulbo No Ganges et
(20-34) y de la desnudo 0,3.6) Oreja | del talon al., 2011
proteina (11-40) " (21 dpuv)
- 4
(?ggufgg)lé;%ee\\/;a ADN 400ug x 3 Im, Id ig eIPFU Ganges et
(semanas . No
(20-34) y de la desnudo 0,3.,6) Oreja | rodeo al., 2011
proteina (11-40) mas " coronario
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péptido sefial (21 dpuv)
Secuencia de VP1 4
(133-156) y de VP4 400ua X 3 ig eIPFU
(20-34) y de la ADN HY d ial Borrego et
roteina (11-40) + desnudo (semanas INP rodeo Parcia al., 2011
r?mnoclonal 1F2de 0.2,4) coronario h
raton (15 dpuv)
ADN 500ug x2 Im 10001Dso Parcil Mingxiao et
P12A3C desnudo (semanas viaim al. 2007
0,2) (10dpuv) "

Tabla 1. Estrategia de vacunacién génica contra el VFA en cerdos. Tabla extraida del trabajo de
Fowler et al 2012. GM-CSF:Factor de estimulacion de colonias de granulocitos-MOs; Id:intradérmica;
ID 50: Dosis infectiva 50%; Im :intramuscularM INP: Informacion no provista; IU: Unidades Infecciosas;
PFU: Unidades formadoras de placas; pGM-CSF: GM-VSF porcino; PLG: poly-lactido co-glycolido;
TCID50: Dosis infectiva de cultivo 50%; dpuv: Dias post Ultima vacunacion

4. Adyuvantes

4.1. Clasificaciéon de los adyuvantes

Los adyuvantes han sido utilizados para mejorar la eficacia de vacunas contra
distintos antigenos, desde 1920 (Lewis et al., 1924). A medida que el conocimiento en el
campo de la inmunologia crece, el disefio de vacunas se vuelve mas racional, intentando
gue éstas sean mas especificas, protectoras, duraderas y seguras. Segin Cox y Coulter
(1997) los modos de accion de los adyuvantes pueden ser (Cox and Coulter 1997):

Inmunomodulaciéon: Se refiere a la capacidad de modificar el espectro de
citoquinas. De esta forma la seleccion del inmunomodulador apropiado puede aumentar la
respuesta inmune, determinar el isotipo de inmunoglobulina y modular la respuesta hacia
un perfil Thl o LT colaboradores tipo 2 (Th2). Los ejemplos mas conocidos son las sales
de Aluminio, que producen un cambio de casi el 90% hacia el subtipo Th2 (Mancino et al.,
1980) y las endotoxinas bacterianas y derivados que inducen predominantemente una
respuesta de tipo Thl (Johnson et al., 1990).

Presentacion: se refiere a la capacidad del adyuvante de preservar la integridad
conformacional del antigeno y de presentarlo a las células efectoras apropiadas. Asi se
puede lograr maximizar la cantidad y afinidad de acs y se puede influenciar la duracion de
la respuesta inmune.

Induccién de respuesta T citotoxica (CTL): La induccion de este tipo de respuesta
generalmente requiere que el antigeno sea procesado de forma enddégena. Para que un
adyuvante sea Util en la induccién de CTL, debe facilitar la incorporacion/persistencia del
antigeno en el complejo MHC. Esto puede lograrse si el adyuvante interactia de alguna

forma con las membranas celulares y el antigeno asociado se deposita en el citoplasma
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celular. Asimismo un adyuvante que provoque aumento de IFN[] dara como consecuencia
un aumento en la expresion de moléculas MHC | (Macatonia et al., 1989).

Direccionamiento: se define como la capacidad del adyuvante de entregar el
inmunégeno a células inmunes efectoras, generalmente presentadoras. Existen varias
formas en que un adyuvante pueda lograr esto: (1) interactuar con el antigeno formando
agregados multimoléculares que pueden aumentar la captura del antigeno por parte de
CDs y MOs (por ejemplo adyuvantes “particulados”) (Eldridge et al., 1990). (2) La inclusion
de moléculas superficie que pueden ser reconocidas por receptores (por ejemplo las
saponinas), o el pegado del antigeno a polimeros de manosa u otros carbohidratos,
pueden aumentar la captura del antigeno por parte de CDs (Jiang et al., 1995).

Generacion de depdsitos: los depédsitos pueden ser de corto o largo plazo. Los
primeros atrapan el antigeno en el sitio de inyeccién y no permiten que este sea eliminado
por el higado, es el caso de las sales de Aluminio y las emulsiones agua/aceite. Los
segundos producen una entrega del antigeno en pulsos, a medida que el agente que
retiene el antigeno se va degradando. Es el caso de las microesferas de PEG (Eldridge et
al., 1990). Dado que la vacunacién es un proceso por el cual se instruye al sistema inmune
del hospedador para que elimine de forma eficaz al patégeno contra el cual se esta
vacunando, a la hora de elegir un adyuvante se debe tener en cuenta, el tipo de antigeno
que se incluird en la vacuna (inactivado, atenuado, recombinante, etc.) y el tipo de
respuesta inmune necesaria para eliminar al agente patdgeno. Por otro lado, debido a que
la respuesta inmune que inducen las vacunas génicas es baja, se ha estudiado a
diferentes adyuvantes que cumplen con las caracteristicas descriptas para incrementar
esta respuesta. Uno de las mas populares estrategias estudiadas son la adicion de
plasmidos que codifican para proteinas inmunomoduladoras. Estos plasmidos ingresan en
las células de la zona vacunada y en estas células se expesan las proteinas
inmunomoduladoras que luego actuan en las CPA locales y en las células del nédulo
linfatico drenante mas cercano (Tabla 2).

Vacuna  |via Modelo |Efecto del adyuvante Referenci
Genica animal a
contra
IL2
HIV im Raton |Incremento significante de la respuesta inmune celular y humoral Moore et
al., 2002
Incremento de la proliferacion de los LT helper Kim JJ et
al., 1998
im Macaco (Incremento de la respuesta inmune humoral Kim J.J et
rhesus al., 2000
Incremento de la repuesta inmune mediada por las LT Kim JJ et
al., 2001
SHIV Im6  |Macaco [Incremento de la repuesta protectora Berley et
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|in Irhesus | al., 2004
IL12
HIV Imé  |Macaco [La coinmunizacion aumenté la respuesta inmune celular y esta respuesta [Hirao L.A.
Im+EP [rhesus |incremento alin mas con la aplicacion EP et al.,
2008
HIN1 im Raton |Respuesta inmune basada en Ig2a solo en infantes. Incremento de la Pertmer et
produccién de IFNy en esplenocitos de ratones adultos e infantes al., 2001
reestimulados
GM-CSF
SHIV Id 6 im |[Macaco [Incremento de los acs SN, maduracion de la avidez de los acs anti-Env, lo|Robinson
rhesus [cual estuvo correlacionado con el incremento de la respuesta protectora [HL et al.,
2006
H1N1 epider [Macaco |Incremento de la respuesta inmune humoral y celular en suero y Loudon et
mal Rhesus |superficie de mucosas ( tracto respiratorio y en el intestino) al., 2010
IL15
HIV Im, Raton |Beneficio a la respuesta inmune humoral y la respuesta de los LT CD8 de [Li W et
topico larga duracién al., 2008
Incremento de la respuesta inmune de las LT CD8 de memoria Kutzler
Ma et al.,
2005
Influenza |im Raton |Incremento de la respuesta inmune de las LT CD8 de memoria y de la Kutzler
respuesta protectora Ma et al.,
2005
HVBV Gene [Ratén |Incremento de la estimulacion de la respuesta inmune citotoxica Kwissa et
gun al., 2003
im Incremento de la respuesta inmune de los LT CD8 Zhang et
al., 2006
HSV im Ratén [Incremento de la respuesta inmune de los LT CD8 de memoria. Toka F.N.
Incremento de la respuesta protectora et al.,
2005
Brucella |im Ratéon [Incremento de la respuesta inmune humoral y de la respuesta celular tipo Hu XD et
IAbortus [TH1. Aumento de la respuesta protectora al., 2010
CD40 6 CD40L
HBV Im, Ratén [Incremento de la respuesta a acs Xu H et
al., 2010
HIV im Ratéon (Incremento de la respuesta inmune de los LT CD8+ Stone G
W et al.,
2006

Tabla 2. Ejemplos de vacunas genicas que codifican para adyuvantes moleculares. Tabla extraida de
Saade et al., 2012

Por otro lado, los adyuvantes poliméricos han sido estudiados para aumentar la

respuesta inmune de la vacunacion génica debido a sus caracteristicas ya que este tipo

adyuvante permite una mejor transfeccién a las células y la liberacién del antigeno en

pulso, incrementando la presencia del antigeno en la zona de inoculacion.

En este trabajo de tesis se utilizaran adyuvantes moléculares y un adyuvante

polimérico, los cuales seran descriptos en la siguiente seccidn.

4.2 Adyuvantes moleculares

4.2.1 CDA40L/RANKL
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La molécula CD40L, es un miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral
(TNF-SF), se expresa principalmente como una molécula coestimuladora en la superficie
de las LT activadas, particularmente en los LT CD4 + (Grewal IS, et al., 1997; van Kooten
et al., 2000; Clarke., 2000). Al igual que otros miembros TNF-SF, CD40L se ha
demostrado que es crucial para la expansion y la supervivencia de los LT, B y CDs durante
las fases iniciales de la respuesta inmune (Quezada SA et al., 2004; Sugamura K et al.,
2004; Borrow et al., 1998; Bachmann MF et al., 2004; Hernandez MG et al., 2007).

Esta molécula coestimuladora es esencial para la inmunidad celular y humoral.
CDA40L es importante en el desarrollo de respuestas de tipo Thl (Balasa et al., 1997; Cella
et al., 1996) y en la produccion de acs y el switching de los mismos (Borrow et al., 1996.;
Oxenius et al.,, 1996). Participa en la activacion de los LT, de las CDs y en las
interacciones de LT-MO (Yang et al., 1996.). Ademas, es fundamental para la interaccién
productiva entre los LT y las CPA (Grewal and Flavell, 1997; Laman et al., 1996; Ramshaw
et al.,, 1997; Van Kooten and Banchereau, 1997; Ewenstein et al., 2000; Bennett et al.,
1998). La importancia de CD40L en las respuestas inmunes anti-virales fue demostrada en
estudios que examinaron la respuesta contra adenovirus en ratones mutantes para CD40L.
En estos animales se observé una disminuciéon de la activacién de los LT CD4+ vy la
reduccion de la expresion de las citoquinas 1L4, IL10, e IFNy (Bennett, S. R et al., 1998).
La importancia de la expresion de CD40L tanto para respuestas inmunes de los LB como
de los LT también se demostré en un trabajo en donde ratones mutantes defectuosos en
CD40L fueron desafiados con el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) (Borrow et
al., 1996; Oxenius et al., 1996); estos animales eran capaces de generar respuestas
primarias de linfocitos T citotoxicos (CTL), pero presentaron una respuesta defectuosa de
CTL de memoria.

Se ha demostrado que la interaccion CD40-CD40L tiene un papel importante en la
generacién y promocion de las respuestas inmunes en el hospedador, es un medio
potencial de manipulacién y mejora de la inmunidad inducida por la vacuna. Varios
estudios han demostrado la eficacia de CD40L ex6gena como un adyuvante de la vacuna
para promover el aumento de LT y la produccién de citoquinas, y para polarizar las
respuestas inmunes celulares y humorales hacia una fenotipo Thl (Lin F et al., 2009;
Manoj S et al., 2004; Tripp RA et al., 2000; Yao Qet al., 2010; Cao J et al 2010).

Por otro lado la molécula RANK-L tiene similitud funcional a CD40L.También es un
miembro de la familia TNF, que esta implicado en la regulacion del sistema inmune y
posteriormente también en la homeostasis 6sea (Bachmann, M. F et al., 1999). RANK-L se
expresa en los LT activados y el mayor blanco para RANKL en el sistema inmunolégico
son las CD que expresan un alto nivel de RANK (Wong, B. R et al., 1997, Anderson DM. et
al., 1997). La interaccibn RANK-L / RANK es critico para la activacién de los linfocitos

independientes de CD40L (Bachmann et al., 1999). La union de RANKL a su receptor
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induce la produccién de citoquinas proinflamatorias, tales como IL1 e IL6, que promueven
la estimulacién y diferenciacion de los LT (Josien et al., 1999; M.F. Bachmann et al., 1999).
Asimismo, se ha observado que la coinoculacion de RANKL con un vector que expresa el
epitope TSSA del Trypanosoma cruzi, aumenta la respuesta inmune estimulando LT CD8

especificos contra los parasitos en el modelo murino (Miyahira et al., 2003).

4.2.2 Interleuguina 15 (1L15)

Est4 bien descripto que la IL15 en los mamiferos tiene un papel importante en el
desarrollo de los LT CD4, y en la proliferacion y diferenciacion de los LB (Huntington et al.,
2009; Lauwerys et al., 2000). La IL15 es una citoquinas que puede afectar tanto a la
respuesta inmune innata como a la adaptativa y tiene una capacidad adyuvante
demostrada para el disefio de vacuna contra el cdncer (Waldmann, 2006). Esta citoquina
comparte algunas propiedades con la IL2, incluyendo la potente estimulacién de la
proliferacion de las LT, células NK y de las células NKT (Becker et al., 2002; Oh et al.,
2003).

La IL15 es uno de las llamadas citoquinas 'homeostéticas', que es beneficiosa para
la supervivencia a largo plazo de los LT de memoria. Como ya se menciond, las funciones
de la IL15 son similares a las de la IL2, aunque estas dos citoquinas no tienen homologia
estructural. La IL15 es sintetizada por muchos tipos de células, incluyendo monocitos,
MOs, células epiteliales y CDs, pero no se expresa en los LT.

Esta interluquina ha sido elegida como un adyuvante prometedor para las vacunas
de ADN (Calarota and Weiner, 2004; Lori et al., 2006) ya que mejora la proliferacion y
longevidad de los LT de memoria CD8+ o CD4+ a través de la regulacion de moléculas
anti-apoptoticas (Boyer et al., 2007;. Kutzler et al., 2005; Lin et al., 2005; Oh et al., 2008;.
Picker et al., 2006; Zhang et al., 2006).

Estas caracteristicas, se han visto manifestadas en vacunas contra HIV-1, en las que
un vector que expresan IL15 aumentd la respuesta inmune celular y humoral contra este
virus en ratones (Li W et al., 2008) e incremento los LT CD8 de memoria (Li W et al., 2008;
Calarota SA et al., 2008). El incremento de este tipo de respuesta después de la
coinmunizacion con IL15, también ha sido observado en ratones vacunados con vectores
gue codifican para la proteina trans-sialidasa del Trypanosoma cruzi (Saade and Petrovsky
et al.,, 2012). Ademas, esta citoquina activa a las células citotdxicas en animales
vacunados con la vacuna génica que codifica para el antigeno de superficie de la hepatitis
B (Kwissa et al., 2003) e incrementa la longevidad de la respuesta de los LT CD8 en
respuesta a esta vacuna génica (Zhang et al., 2006). Por otro lado, se ha observado que
IL15 aumenta la vida media de las LT CD8 y la proteccion mediada por una vacuna génica
contra influenza (Kutzler et al., 2005). También se observé que esta interluquina ha

aumentado la respuesta celular, humoral y protectora mediada por una vacuna contra la
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Brucella abortus (Hu XD et al., 2010). Asimismo, se ha visto que inyectando via intranasal
un vector que expresa IL15 junto con una vacuna que codifica para la glicoproteina del
HSV en ratones, se logra aumentar la respuesta humoral, la repuesta inmune de los LT
CD8 y la proteccion contra el desafio viral (Toka FN et al., 2005).

Se ha observado, también que IL15 aumenta la respuesta de mucosas y sistémica
contra aftosa inducida en ratones por una vacuna génica que codifica para VP1 inoculada

via intranasal (Wang X et al., 2008).

4.3 Adyuvante polimérico

Los polimeros son de gran utilidad en diferentes técnicas de biotecnoldgica, asi como
en aplicaciones biomédicas (descarga de medicamentos, de antigenos, de elementos
genéticos modificados), en ingenieria de tejidos, en medicina regenerativa y en la
implantacion de dispositivos médicos. Los polimeros se utilizan extensamente en
inmunologia como un adyuvante estimulador o supresor de la respuesta inmune, y son
candidatos prometedores para mejorar las respuestas inmunes de antigenos débiles, en el
desarrollo de modelos de enfermedad animal. Los polimeros tienen el potencial de ser
utilizados como alternativas debido a su eficacia y seguridad, a que mejoran la vida util de
los antigenos y a que son capaces de inducir respuestas de acs de larga duracion, asi
como respuestas inmunes mediadas por células (Shakya et al., 2011).

Por otro lado, los polimeros pueden utilizarse para acoplar inmunomoduladores o
ligandos dirigidos a células especificas (Huang et al.,, 2009;.Chen CH et al., 2012).
Ademas, a diferencia de los adyuvantes convencionales, estas particulas poliméricas son
biocompatibles, degradables y son capaces de suministrar antigenos de manera mas
eficiente. Ellos pueden liberar el antigeno “in vivo” de una manera controlada.

Por lo cual, los polimeros como un adyuvante, pueden ser utilizados de manera
eficiente para entregar un antigeno y mejorar las respuestas inmunes resultantes. Las
propiedades adyuvantes de los polimeros dependen principalmente de sus propiedades
extrinsecas e intrinsecas, tales como la quimica de polimeros, formato, peso molecular,
carga y un delicado equilibrio entre la hidrofobicidad e hidrofilicidad.

Asimismo, existen varias preguntas que aun no se han explorado, como los
mecanismos de procesamiento y la presentacion de antigenos, el tipo de células
reclutadas en el sitio de la inyeccion y la naturaleza de las vias de sefializacion implicadas
en la induccién de respuestas inmunes que involucran a los adyuvantes poliméricos.

En este trabajo se utilizara el adyuvante polimérico MontanideTM ESSAI 952101
(Ady101) que contiene particulas reticuladas de un polimero. Este adyuvante polimérico

aumenta y mejora la capacidad de unién del DNA vy la potencia de transfeccion. Ademas,
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este adyuvante contiene compuestos inmunoestimulantes que reclutan células en el sitio
de inyeccion a través de procesos inflamatorios.

En nuestro laboratorio se ha utilizado este adyuvante para una vacuna génica que
codifica para la proteina gD de Herpes Bovino tipo | y se ha observado que el agregado de
este adyuvante, incrementa tanto la respuesta humoral como la respuesta citotdxica del

antigeno frente al virus (Gamella et al.,2014)
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La modulacion de la respuesta inmune inducida por los adyuvantes moleculares
CD40L, RANKL e IL15 y el adyuvante quimico ESSAI 95201 (Ady101) incluidos en las
vacunas génicas que contienen a los plasmidos que codifican para la proteina VP1 o P1
junto a las proteinasas 2A y 3C de la cepa O1 Campos del VFA, permitira mejorar la
respuesta inmune protectora frente al desafio viral. Las moléculas coestimuladoras CD40L
y RANKL incrementarian la expansion y la supervivencia de los LT, LB y CDs; ademas
aumentarian la produccion de acs y el switching de los mismos. La IL15 incrementara la
respuesta protectora debido a que estimula la proliferacion de los LT y los LB, activa a las
células natural killer (NK) y a promueve la diferenciacion de los LB y la amplificacién de los
LT de memoria. EI Ady 101 mejoraria la transfeccion in vivo de las células en el sitio de

inyeccion y reclutara células proinfalmatorias a través de procesos inflamatorios.

Para evaluar esta hipotesis, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Construir los vectores portadores de los genes de los inmunégenos VP1 (pVP1) o
P1 junto a las proteinasas 2A y 3C (pP) del VFA.

e Verificar la capacidad de expresion de los vectores que codifican para los
antigenos virales y los que codifican para los genes de los adyuvantes
moleculares.

e Desarrollar planes de inmunizacién para evaluar de la capacidad protectora y la
respuesta humoral que inducen las diferentes formulaciones vacunales en el
modelo murino frente al desafio viral

e Determinar los mecanismos de la respuesta inmune innata y adaptativa evocados

por la vacuna que resulté mas inmunogénica.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratones endocriados BALB/c machos provenientes del bioterio de la
Universidad de la Plata. Todos los animales tenian entre 8 a 12 semanas de edad. Todas
las técnicas aplicadas a los animales fueron avaladas por una Comision de Etica de INTA
Castelar (CICUAE).

2. Lineas celulares

Para la amplificacién del VFA, titulacion de VFA y para los ensayos de SN se utilizé
la linea celular BHK-21 clon 13, (Baby Hamster Kidney) que proviene de rifiébn de hamster
(Mesocricetus auratus) recién nacido (1 dia de edad), catalogo de la American Type
Culture Collection (ATCC), N°CCL-10 (ATCC, 2012). Estas células han sido certificadas
por la Asociacién Banco Argentino de Células (ABAC), como libres de micoplasmas y virus

adventicios. Se trabajé con N° de pasajes celulares entre 86 y 88.

3. Virus

La manipulacion tanto de los virus activos como de las muestras sospechosas de FA
que se utilizaron en las diferentes pruebas diagnésticas se realizaron en Cabinas de
Seguridad Bioldgica Clase Il ubicadas en el Laboratorio de Bioseguridad Nivel 4 OIE de
INTA Castelar, Provincia de Buenos Aires, que sigue los lineamientos planteados por la
OIE para un laboratorio con ese nivel de biocontencion.

En los estudios se incluy6 la cepa vacunal de referencia O1Campos/Brasil/58 (O1
Campos), utilizandose un segundo pasaje en células BHK-21 proveniente de un pasaje
previo en epitelio lingual bovino. La suspension viral de la cepa vacunal OlCampos
utilizada en las diferentes pruebas diagnosticas se conservé fraccionada en criotubos de
1,8ml de capacidad conservados en congeladora a -75°C.

Para la formulacién de las vacunas se utilizé VFAI del serotipo O1 Campos inactivado
con Bromoetilamina (BEI) y peleteado con polietilenglicol (PEG), de concentracion 216
ng/ml (titulo 7,21 x10° DICTse/ml) gentilmente cedido por la empresa Biogénesis. Para las
pruebas de desafio viral se utiliz6 virus activo del mismo serotipo gentilmente cedido por el
Servicio Nacional de Sanidad Animal y Calidad Agropecuaria (SENASA). Este virus
proviene de vesiculas de bovinos infectados con VFA y ha sido amplificado dos veces

sobre la linea celular susceptible BHK-21.
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4. Inmunizaciones

Los ratones fueron vacunados con las distintas formulaciones vacunales con 0,2 ml
por via id. Todos los animales controles fueron inoculados de la misma forma con solucién

salina de fosfatos (PBS).

5. Vectores de expresion

5.1. Construcciéon de pVP1c, pVP1c-CD40L, pVP1c-RANKL

Para la construccion pVP1c, primero se construy6 el vector pCl-neo-IRES, utilizando
el vector pHSVT, para adicionar el segmento IRES al pCl-neo. Se amplificd la secuencia
IRES de pHSVT, agregando los sitios de restriccion Saltl y Notl y luego se clon6 dicha
secuencia en el vector pCl-neo (pCl-neo-IRES). Posteriormente, se levanté por PCR la
secuencia de VP1 del VFA desde un vector donado, con los primers V
(+)TTTAAGCTTATGACCACTTCTGCGGGCGAGTCAG, el cual contiene el sitio de
restriccion para Hindlll y V(-)TGAATTCTTACTGTTTCACCGGTGCCACAATTTT, el cual
contiene el sitio de restriccion para EcoRI y posteriormente este fragmento fue insertado
en el vector pCl-neo-IRES

Con respecto a pVP1c-CD40L, primero se clond la secuencia de CD40L en el vector
pHSV. Para ello, se amplificé la secuencia CD40L desde un vector donado, insertando los
sitios de restriccibn Notl en cada extremo con los primers CD40-LF
5’"GCGGCCGCATGGCCATAGAAACATACS y CD40-LR
5GCGGCCGCTCAGAGTTTGAGTAAGCCS3' y se introdujo este fragmento en el vector
pHSV-T. Luego de verificar el direccionamiento de CD40L, se corté este vector con las
enzimas Sall-Notl y se subcloné en pCl-neo-IRES, generando pCl-neo-IRES-CD40L.
Posteriormente, se clono el fragmento de VP1, como se describié anteriormente, pero en
vez de clonarlo en pCl-neo-IRES, se clon6 en pCl-neo-IRES-CD40L.

En relacion a pVP1c-RANKL se realizd el mismo procedimiento, con la excepcién de
que el primer paso no se levant6 la secuencia de RANKL mediante PCR, sino que se

liberé esta secuencia mediante la digestion con Notl.

5.2. Construccion pVP1s

El plasmido pVP1s que codifica para VP1 secretada, se construyé en colaboracion
con los Drs. Mariano Pérez Filgueira y Oscar Taboga (Instituto de Virologia y Biotecnologia
del CNIA, INTA Castelar). Esta construccion se realizé amplificando la secuencia de VP1
del vector VP1 topo con los siguientes primers
V(+)TTTAAGCTTATGACCACTTCTGCGGGCGAGTCAG, el cual contiene el sitio de
restriccion para Hindlll y V(-) TGAATTCTTACTGTTTCACCGGTGCCACAATTTT, el cual
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contiene el sitio de restriccion para EcoRI. Luego, este fragmento fue clonado en el vector
pGemT-easy (PROMEGA). Posteriormente, se corté este vector con Hindlll y EcoRl y el
fragmento cortado fue clonado en pSectag2b. Este vector proporcioné el péptido sefial
para que la proteina fuese secretada. Por Ultimo, se cort6 éste con Nhel y EcoRl, para ligar

este fragmento en pCl-neo y construir pVP1s.

5.3. Construccion pP

La construccion de pP, se levantd la secuencia de la poliroteina P1 junto a las
proteinasas 2A y 3C a partir de un vector pBBR[P12A3C] (Romanuti et al., 2013) por PCR
con los primers P12AF 5 GCTAGCACCATGGGGGCTGGACAATCC3’ (con el sitio de
restriccion Nhel) y P12AR5TCTAGATTAGTACCAGGGTTTGGCC3" (con el sitio de
restriccion Xbal). Luego, se clond esta secuencia en el vector pCl-neo-IRES, descripto
previamente.

5.4. Vectores que codifican paralas moléculas coestimuladoras

El pCD40L, el pRANKL y el pIL15 son pldsmidos que codifican para las proteinas
CD40L y RANKL y IL15, los cuales fueron cedidos gentilmente por el Dr. Thomas J Kipps
(Division of Hematology / Oncology, University of California, San Diego, UCSD, California,
USA); el Dr. Hideo Yagita (Department of Immunology; Juntendo University School of
Medicine, Tokio, Japon) y el Dr Silvano Ferrini (Instituto Nazionale per la Ricerca Sul

Cancro) respectivamente.

6. Caracterizaciéon de los plasmidos obtenidos por restriccidon enzimaticay
secuenciacion

El ADN plasmidico obtenido sera transformado en bacterias competentes amplificado
por cultivo de las bacterias y purificado usando el kit para miniprep de Promega.
Posteriormente sera evaluado con las enzimas de restriccion y analisis en geles de
agarosa al 0.7% por comparacion con un patron de peso molecular. La secuenciacion sera
efectuada en el servicio de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia del CNIA INTA

Castelar.

7. Verificaciéon de la expresién de la proteinas VP1 vy de la poliproteina P1 in vitro
por transfeccidon en células BSR y analisis por Western Blot

7.1. Transfeccién de los plasmidos en células BSR

La transfecciéon de las células de la linea celular derivada de un clon de BHK-21

(BSR) se hizo utilizando placas de 24 pocillos, por lipofeccidén con el reactivo lipofectin
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2000 (Invitrogen) segun un protocolo recomendado por el laboratorio que lo produce.
Brevemente, las células BSR con una confluencia de entre el 75 y 90% fueron incubadas
durante 4 h con el plasmido en presencia del lipofectin 2000 segun las proporciones
recomendadas por el fabricante. Posteriormente se afiadié medio completo con suero fetal
bovino (SFB) y se cosechd después de 24 h de incubacion a 37° en atmdsfera con 5% de
CO..

7.2. Western Blot

Las células BSR transfectadas fueron lisadas utilizando el buffer de lisis y las
proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12% vy transferidas
electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa. Luego de blogueada la membrana
fue incubada con sueros policlonales y acs monoclonales especificos para la proteina VP1
(gentiimente donados por la Dra. Cristina Seki, Seki et al., 2009) y sueros policlonales
especificos para las diferentes fracciones de la proteina P1 (anti-VP1 y a-VP3, gentiimente
donados por la Dra. Cristina Seki y la Dra. Alejandra D"Antuono, Instituto de César
Milstein, CONICET). Después, se incub6 con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa
de rabano (HRP) para ser revelado por quimioluminiscencia con el kit ECL Western
Blotting Detection System, Ge-Amersham. (Gallagher S et al., 2008).

8. Verificaciéon de la expresion de las moléculas coestimuladoras por citometria

Células BHK fueron tranfectadas con los plasmidos pCD40L y pRANKL con la misma
metodologia que la utilizada con las células BSR. Luego, las células fueron lavadas con
100 pl de PBS vy se resuspendio en el anticuerpo marcado contra CD40L o contra RANKL
en buffer staining (PBS 1x, 10mM EDTA, 2% SFB) y se incubé 15 min a 4°C.
Posteriormente, se realizaron 2 lavados con staining. Por dltimo, se hicieron 2 lavados con
150 ul por pocillo con el buffer perm/wash y se resuspendié en paraformaldheido 0.2%,

para luego evaluar las muestras en el citbmetro.

9. Verificacion de la expresion de IL15 por ELISA

Células BHK fueron tranfectadas con pIL15 con la misma metodologia que la
utilizada con las células BSR. IL15 fue determinada en los sobrenadantes de cultivos de
células BHK transfectadas con plL15 después de 24h de incubacién. Brevemente, placas
de ELISA (Maxisorp) fueron cubiertas con acs de rata anti IL-15 (eBioscience) diluidos en
el buffer de pegada (Coating buffer de eBioscience) e incubadas durante una noche a 4°C.

Las placas fueron luego lavadas tres veces con PBS y 0.05% Tween 20 (PBST) y
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bloqueadas con buffer de bloqueo (PBS-10% SFB) 1 h a temperatura ambiente (TA). Los
sobrenadantes de cultivo y el estandares de la citoquina fue agregado a las placas e
incubados durante 2 h a T.A. Luego del lavado se agregé el correspondiente anticuerpo
anti-citoquina conjugado con biotina y se incubaron las placas por 1 h a T.A. Luego de
lavar se adicion6 HRP conjugada con streptavidina durante 1 h a TA. Posteriormente, se
volvié a lavar y se agreg6 el sustrato 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine (TMB). La
absorbancia a 450 nm fue medida en un espectrofotometro (Multiskan EX, Labsystems).
Las concentraciones de las citoquinas fueron calculadas interpolando las DO obtenidas en
una curva realizada en base a las densidades Opticas y concentraciones (en pg/ml) del

estandar.

10. Amplificacién y purificacién de los pldsmidos para ser usados como
inmundgeno

Amplificacion y purificacion de los plasmidos: Los plasmidos transformados en
bacterias competentes quimicas Escherischia coli DH5 fueron inoculadas en medio Luria
Bertani (Ib) para realizar una maxipreparacion utilizando el Kit de QIAGEN Plasmid Giga
(QIAGEN, CA, USA). La calidad de los plasmidos obtenidos fue evaluada por restriccién
enzimatica y analisis en geles de agarosa. La concentracion y la pureza se determiné por
espectrofotometria a 260 nm y a través de la relacion de las absorbancias a 260 nm/280

nm, respectivamente.

11. Desafio en el modelo murino

En este modelo la proteccién esta definida por la presencia o ausencia de viremia
(Lopez O et al., 1989; Piatti P.G. et al., 1991; Carrillo C. et al., 1998), considerdndose
protegidos a aquellos animales que 24 h luego de la infeccién no presentan viremia.

Para evaluar la presencia de virus en sangre se procedio de la siguiente manera: los
ratones vacunados a distintos tiempos fueron infectados con VFA, el titulo de la alicuota de
inoculacion fue 10*° DICTso/ml para O1Campos. Luego de 24 h fueron anestesiados con
Isoflurano (Baxter) y sangrados a blanco por via retro-orbital. La sangre completa
heparinizada de cada animal fue diluida 1:1 con medio Dulbecco’s modified Eagle’s (MEM-
D) suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB) y sembrada por duplicado, sobre
monocapas de células BHK-21 crecidas en placa de 96 pocillos. Luego de 40 min en
estufa de 37°C y 5%CO,, las monocapas fueron lavadas tres veces con PBS y se adicioné
MEM-D 2% SFB. Las células se mantuvieron en estufa de 37°C y 5%CO, por 48 h tiempo
luego del cual se procedié a la lectura del efecto citopéatico. Se considerd al animal no
protegido si al menos uno de los duplicados poseia efecto citopatico. En cada ensayo se

incluyeron animales inoculados con PBS como controles positivos de infeccion, que
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resultaron infectados en todos los experimentos de desafio viral mostrados en este trabajo.
En todos los casos luego de la infeccidn de los animales se procedié a la titulacion de la

alicuota utilizada para corroborar el titulo viral utilizado en cada infeccion.

12. Titulacién viral por el método de punto final

Placas de 96 pocillos fueron sembradas con células BHK-21, a una densidad de 1 x
10" células por pocillo. A las 24 h, las monocapas con una confluencia de 80%, fueron
enjuagadas con MEM-D libre de suero. Se realizaron diferentes diluciones en base 10 de
la muestra a titular (sangre o una alicuota de virus) en MEM-D con 5% de SFB. Se
colocaron 100 pl/pocillo de cada dilucion por cuadruplicado. La presencia o ausencia de
efecto citopatico fue evaluada a las 48 h de incubacién a 37 °C en estufa con 5% de CO,,
por observacion en microscopio y utilizada para determinar la titulacién por punto final por

el método de Reed y Muench (Reed and Muench, 1938) segun la formula:

-Log DICT50% / ml = (log A + (log B x Log C) / Volumen del in6culo.

Donde:

A= Log de la dilucién anterior al 50%

B= Log de la distancia relativa entre las diluciones que contienen el 50%, calculada como:
(% positivo anterior al 50%-50%)/ (%opositivo anterior al 50% -% positivo posterior al 50%)

C= Log del factor de dilucién.

13. Seroneutralizacién para la determinacion de la presencia de acs SN contra el
VEA en muestras de sueros murinos

Los sueros fueron primeramente incubados a 56°C durante 30 min para inactivar los
componentes del complemento. Posteriormente, los sueros en diluciones seriadas en base
10 en medio MEM-D adicionado con 2% SFB fueron incubados durante 1 h a 37°C con
100 DICT50 de VFA activo por pocillo. Luego, las mezclas VFA-suero fueron transferidas a
placas de 96 pocillos conteniendo células BHK-21 en un 80% de confluencia. Tras una
incubacién de 40 min a 37° C, las mezclas fueron removidas y reemplazadas por medio
fresco. La aparicién de efecto citopatico fue evaluada a las 48 h de incubacion a 37° C
mediante observacion en el microscopio. En cada ensayo se tituld la alicuota de virus
utilizada para la SN y un suero control positivo para asegurar que las determinaciones

realizadas en diferentes fechas fueron comparables entre si.

14. ELISA para deteccion de anti IgG totales e isotipos murinos

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Se utilizé un ELISA captura para la determinacion de anti-lgG totales e isotipos
murinos. Se cubrieron placas Inmulon 1l ON a 4°C, con suero anti VFA de conejo diluido a
la concentracion 6ptima en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6. Luego de lavar con PBS
tween (PBST) se adiciond el virus inactivo a concentracion 6ptima en PBST y se incubd
durante 30 min. a 37°C con agitacion. Las placas se lavaron con PBST, se bloquearon con
buffer PBS tween- Ovoalbumina (PBST-OVA) y se adicionaron los sueros en diluciones
seriadas al medio empezando por la dilucién 1/40 en buffer de bloqueo. Se incub6 over
night (ON) a 4°C. Se lavaron las placas. Para medir anti IgG totales se adiciond el
anticuerpo anti-IgG total conjugado con peroxidasa. Para medir isotipos, se adicioné el
anticuerpo anti-isotipo conjugado con biotina en dilucién apropiada en PBST 5% suero
normal de conejo (SNC). Para ambos ELISAs se incubaron los conjugados 1 h a TA.
Luego, para medir isotipo se lavaron las placas y se adicion6 Peroxidasa conjugada con
estreptoavidina en PBST 5% SNC y se incub6d 1 h a TA. Posteriormente, para ambos
ELISAs se lavaron las placas y se revel6 utilizando o-fenilenediamina (OPD) con perdxido
de hidrogeno (H,O;) como sustrato de la peroxidasa. Las placas se leyeron a 490 nm en
un lector MR 5000 microplate. Se incluyeron controles positivos y sin suero en cada placa.
El titulo de cada suero se calculé como el logaritmo en base 10 de la mayor dilucién que
supera en DO al punto de corte, siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los
sueros provenientes de ratones inmunizados con pCl-neo + 2 DS. Para la medicién de acs
IgA en sueros, se realizo el mismo procedimiento, con la excepcion de que se realizo una

sola dilucién de 1/50 y no se saco punto de corte.

15. ELISA para evaluacién de Avidez en murinos

Se sensibilizaron placas Greiner Bio One HB ON a 4°C, con suero anti VFA de
conejo diluido a la concentracion 6ptima en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6. Luego de
lavar con PBST se adiciond el virus inactivo a concentracion éptima en PBST y se incubd
durante 30 min a 37°C con agitacién. Las placas se lavaron 5 veces con PBS Tween-20
0,05% y se agregdé a cada pocillo 50 pl de una dilucion 1/50 de los sueros
correspondientes, en solucién dilucion B (50 pl/pocillo), y se incuban las placas 1 h a 37°C.
Al término de esta incubacién se realizan 2 lavados con PBS 0,05 %Tween-20 y un lavado
de 15 minutos a TA con concentraciones crecientes de urea (1M a 7M) (300 ul /pocillo) y
finalmente 2 lavados con PBS 0,05 % Tween-20. Después se agreg6 50 pl de una dilucion
apropiada (1/100) del anticuerpo comercial anti IgG de ratdn conjugado con peroxidasa
(Jackson), y se incub6 1 h a 37°C, se lavo la microplaca 5 veces con PBS-0,05 %.Tween-
20. Por ultimo se reveld la microplaca utilizando como sustrato ABTS (2,2'-Azinobis [3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt) / H,O, (6 ml / 8 ul por placa de
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ELISA), incubando 30 minutos en oscuridad y luego se agregar 50 pul de solucién stop y se
ley6 la DO en un lector de ELISA a 405 nm.

16. Obtencién de células murinas

Primero, se extrajo el bazo de ratones anestesiados y eutanasiados por dislocacion
cervical. Luego, las células de bazo se obtuvieron por perfusién del mismo con RPMI 1640.
Se centrifugé a 1200 rpm durante 10 min para obtener las células. El pellet obtenido fue
resuspendido en 10 ml de RPMI 1640 10% SFB adicionado con HEPES (10mM),
Aminoécidos no esenciales (100uM), L-Glutamina (2mM), Piruvato (1mM) y B-
Mercaptoetanol (5x10-2 mM). Se establecié la viabilidad mediante conteo en camara de

Neubauer con el colorante de exclusion Tripan Blue o con colorante de Turk.

17. ELISA para la determinacion de la concentracién de IENy e L4 en
sobrenadantes de cultivos de células murinas

La concentracion de IFNy e IL4 fue determinada en los sobrenadantes de cultivos de
esplenocitos provenientes de animales vacunados, luego de 72 h de incubacion co n VFAI
0 con ConA (Concanavalina A) o incubados solo con medio. Brevemente, placas de
ELISA (Maxisorp) fueron cubiertas con acs de rata anti IFNy o anti-IL4 (eBioscience)
diluidos en el buffer de pegada (Coating buffer de eBioscience) e incubadas durante una
noche a 4°C. Las placas fueron luego lavadas tres veces con PBS y 0.05% Tween 20
(PBST) y bloqueadas con buffer de bloqueo (PBS-10% SFB) 1 h a T.A. Los sobrenadantes
de cultivo y los estandares de cada citoquina fueron agregados a las placas e incubados
durante 2h a TA. Luego del lavado se agregod el correspondiente anticuerpo anti-citoquina
conjugado con biotina y se incubaron las placas por 1 h a TA. Luego de lavar se adicioné
peroxidasa de rabano (HRP) conjugada con estreptavidina durante 1 h a T.A.
Posteriormente se lavo y se agreg6 el sustrato 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine (TMB), se
paré la reaccién con &cido sulfdrico y se leyé en el espectofotometro (Multiskan EX,
Labsystems) a 450. Las concentraciones de las citoquinas fueron calculadas interpolando
las DO obtenidas en una curva realizada en base a las densidades Opticas y

concentraciones (en pg/ml) de los estandares.

18. Andlisis de la expresién de moléculas de superficie de células murinas
mediante citometria de flujo
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Con el fin de evaluar las poblaciones celulares obtenidas del bazo, fueron utilizados
acs monoclonales (acsMo) conjugados con fluorocromos isotiocianato de fluoresceina
(FITC) o ficoeritrina (PE) (Becton Dickinson, e-Bioscience).

Las suspensiones celulares (5x105 células/marcacion) fueron incubadas con 0,3 ug
de los acs indicados, diluidos en PBS a 4°C durante 20 min en una placa 96 fondo en V.
Luego, las células fueron lavadas con PBS, resuspendidas en 100 pul de buffer FACSflow
(Becton Dickinson) vy fijadas con 50ul de formaldehido 0,02%. Se utilizaron controles de
isotipo como controles negativos de marcaciéon. El analisis fue realizado utilizando un
citometro FACScan y software CellQuest (BectonDickinson). Para ello se establecieron las
regiones de analisis en base a parametros de tamafio (FSC) y granularidad (SSC) de las
diferentes poblaciones celulares. Los resultados se expresan como porcentaje de células

positivas en la region de analisis correspondiente 0 como porcentaje total.

19. Analisis de la expresién de IEN y intracelular

Primero se sembraron en una placa 96, 1.5 x 10° células por pocillo. Después se
incubd con brefeldina A 5 h. Luego, se lavaron las células con 100 ul de PBS y se
resuspendid en el anticuerpo marcado en buffer staining (PBS1x, 10mM EDTA +2%SFB),
se agregé 9 ul por pocillos (CD4FITC 0.05mg/ml 0.45ug/pocillo CD8PE 0.01mg/ml
0.09ug/pocillo) y se incubé 15 min a 4°C. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con
staining. Después, se agregd 100 ul por pocilo de la solucion de fijacion vy
permeabilizacion (fix/perm) del Kit y se dejé incubando 20 min a 42C. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados con 150 pl por pocillo con el buffer de permeabilizaciéon y lavado
(perm/wash) y se procedid con la marcacion intracitoplasmética: resuspendiendo 9 ul por
pocillos del anticuerpo anti IFNy -APC en perm/wash (0.005mg/ml 0.045ug/pocillo) y se
dejo incubando 20 min a TA. Por ultimo, se hicieron 2 lavados con 150 pl por pocillo con el

buffer perm/wash y se resuspendié en paraformaldheido 0.2%.

20. Analisis estadistico de los datos

Para el estudio estadistico de los datos se utilizé el programa GraphPad Prisma. Las
diferencias entre los tratamientos se realizaron mediante el test T de Student, para
comparaciones entre dos tratamientos y ANOVA con un post ANOVA Dunnet para
comparaciones con mas de 2 tratamiento. Un valor de P<0,05 fue considerado indicador

de diferencias significativas.

21. Medidas de bioseguridad
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Toda manipulacién de virus vivo para la reproduccion experimental de la enfermedad
y la manipulacién de virus vivo para la realizacién de pruebas con murinos fue realizada
fue realizada bajo estrictas normas de bioseguridad en el laboratorio de NSB 4 del INTA.

RESULTADOS

1. Construccion de los plasmidos que portan los genes de los antigenos del VFA vy
de las moléculas coestimuladoras CD40L y RANKL

La vacuna utilizada para controlar el VFA contiene virus inactivo con un adyuvante
oleoso. La produccion de VFA inactivo (VFAI) requiere un alto costo en instalaciones de
contencién bioldgica con un riesgo permanente de fuga del virus (McVicar and Sutmoller,
1969; Brown, 1991). Por lo cual, en los dltimos afios, se han probado diferentes vacunas
alternativas, entre ellas se ha propuesto el uso de vacunas génicas que resultan mas
seguras y faciles de producir.

En este trabajo de tesis, se propone como vacuna génica a los vectores plasmidicos
gue poseen la secuencia que codifica para la proteina VP1 (pVP1) y para la poliproteina
P1 junto a las proteinasas 2A y 3C (pP) del VFA.

Las vacunas génicas inducen en general una respuesta inmune débil, es por ello que
para incrementarla se han desarrollado diferentes estrategias como el adicionar
adyuvantes quimicos para su formulacién o incorporar genes que codifican moléculas que
potencian la respuesta inmune como ser las moléculas co-estimuladoras del receptor T o
de ciertas citoquinas.

En este trabajo de investigacion se usaron las moléculas coestimuladoras CD40L vy
RANKL ya que se conoce bien que la interaccion de estas moléculas, que se encuentran
en LT activados, con los receptores que se expresan en las CPA, inducen a éstas a
proliferar, diferenciarse y expresar moléculas accesorias de superficie que facilitan a las
CPA la presentacion de los péptidos antigénicos.

Por otro lado, se trabajé también con la IL15 ya que esta bien reportado que estimula
la proliferacion de LT y LB; activa a las NK, células NKT vy la diferenciacion de los LB y la
activacion de la respuesta de memoria, por otro lado, posee un efecto antiviral similar al de

los Interferones (IFNSs).

1.1. Construccion de pVP1c, pVP1c-CD40L, pVP1c-RANKL

Los plasmidos pVP1lc, pVP1lc-CD40L, pVP1c-RANKL, pP fueron construidos en

colaboracion con la Dra. Alejandra D”Antuono (Instituto Cesar Milstein).
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Para la construccion de pVP1lc, se utiliz6 el vector pHSVT, para adicionar el
segmento IRES a las construcciones. Primero se amplificé la secuencia IRES de este
vector, agregando los sitios de restriccion Saltl y Notl y clonando dicha secuencia en el
vector pCl-neo, dando como resultado pCl-neo-IRES.

Para la construccién pVP1c, se levantd la secuencia de VP1 de Aftosa por PCR
desde un vector que contiene el gen que codifica para la VP1, introduciendo los sitios de
restriccion EcoRI en cada extremo. Posteriormente, este fragmento fue insertado en el
vector pCl-neo-IRES. Mediante el perfil de restriccion se corroboré el correcto
direccionamiento de esta secuencia (dato no mostrado).

Con respecto a pVP1c-CD40L, primero se cloné la secuencia de CD40L en el vector
pHSV-T. Para ello, se amplifico dicha secuencia desde el vector pCD40L, insertando los
sitios de restriccidon Notl en cada extremo y se introdujo este fragmento en el vector pHSV-
T. Luego de verificar el direccionamiento de CD40L, se cort6 este vector con las enzimas
Sall-Notl y se subcloné en pCl-neo, generando pCl-neo-IRES-CD40L. Posteriormente, se
cloné el fragmento de VP1, como se describié anteriormente, pero en vez de clonarlo en
pCl-neo-IRES, se cloné en pCl-neo-IRES-CD40L (dato no mostrado).

En relacion a pVP1c-RANKL se realizd el mismo procedimiento, con la excepcion de
que en el primer paso no se levant6 la secuencia de RANKL mediante PCR, sino que se
liberd esta secuencia mediante la digestion con Notl a partir del plasmido pRANKL.

Para corroborar la identidad de estas construcciones se realiz6 un perfil de restriccion
de los plasmidos pVP1c, pVP1c-CD40L y pVP1c-RANKL (Fig. 5).
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Fig. 5: I) Representacién esquemética de los vectores que codifican para pVP1c: Il)
Electroforesis en gel de agarosa 1% de la digestidon con la enzima de restriccion EcoRI Calle 1)
Perfil de restriccion con la enzima EcoRI.

a) pvP1c.

b) pVP1c-CD40L.

c) pVP1c-RANKL.

Calle 2) Marcador de peso molecular, 1KB Promega.

En la Fig. 5 se muestra el andlisis de restriccion con la enzima EcoRlI, que confirma la
identidad de las construcciones con pVP1c. En el perfil de restriccion de la construccion
pVP1c, se observan 2 bandas, una de 5kpb (correspondiente al pldsmido pCl-neo-IRES) y
otra de 650 pb, que corresponde a la secuencia de VP1c. Con respecto a pVP1c-CD40L,
también se observa una banda que pertenece a VP1c de 650 pb y otra banda con un PM
de aproximadamente 5,5 kb correspondiente a pCl-neo-CD40L IRES. Por ultimo, en el
perfil de la construccion de pVP1c-RANKL se observaron 3 bandas, una correspondiente a

VP1c y las otras 2 se originan por el corte en el medio de la secuencia de RANKL.
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1.2. Construccion de pVP1s

En la Fig. 6 se resumen los diferentes pasos para la construccion del pVP1s
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Fig. 6: Construccién de pVP1s:A) Obtencion de la secuencia VP1 a partir del plasmido pVP1-
TOPO mediante PCR: Gel de electroforesis que muestra el fragmento de PCR de 650pb. Callel)
Fragmento de PCR; Calle 2) Control negativo; Calle 3) Marcador de peso molecular 1KB Promega.
B) Amplificacion de la secuencia VP1 con el plasmido pGEMT-VP1s: I) Esquema del plasmido
pGEMT-VP1s y Il) Gel de electroforesis. Callel) Marcador de peso molecular, Calle2) Perfil de
restriccion con las enzimas Hindlll y EcoRI. C) Insercion del péptido sefial con el plasmido
pSegTag2b: ) Esquema del plasmido pSegTag2b-VP1s y Il) Gel de electroforesis. Callel) Marcador
de peso molecular, Calle2) Perfil de restriccion con las enzimas Nhel y EcoRI. D) Insercién de la
secuencia en el plasmido pCl-neo (pVP1s): I) Esquema del plasmido pVP1ls y Il) Gel de
electroforesis. Callel) Marcador de peso molecular, Calle2) Perfil de restriccion con las enzimas
Nhel v EcoRl.
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El primer paso para la construccion de pVP1s fue levantar la secuencia de la proteina VP1
a partir del vector TOPO-VP1 (gentiimente donado por el Dr. Guido Koning) por PCR
obteniéndose una banda de 650pb (Fig. 6A), esto se hizo con el fin de clonar pVP1 en el
plasmido pSegTag2b y asi poder agregarle a ésta, la secuencia de secrecion. Se amplificd
dicha secuencia, agregando los sitios de restriccion Hindlll y EcoRI.

Luego, para amplificar este fragmento, antes de clonarlo en pSegTag2b, se inserté
este producto de PCR en el vector pGemT-easy por complementariedad por los extremos
poliA de este producto con los extremos 3" timina del vector pGem-T, pGEMT-VP1s
(Fig.6B ). Se corrobor6 la correcta construccion de este plasmido, realizando un perfil de
restriccion con las enzimas EcoRI y Hindlll. En el gel de electroforesis de la Fig. 6B I, se
observaron 2 bandas, una de 3 kb (correspondiente al plasmido pGem-T) y otra de 650 pb,
que corresponde al fragmento de VP1, corroborando asi la correcta construcciéon de este
plasmido por el perfil de restriccion. También esta secuencia fue verificada a través de su
secuenciacion.

Posteriormente, se corté este plasmido con las enzimas de restriccién EcoRI y Hindlll
y fue clonado en pSectag2b, obteniendo como resultado pSegTag2b-VP1s (Fig. 6C I). Este
vector proporcioné el péptido sefal para que la proteina sea secretada. Para corroborar la
correcta construccion de este plasmido, se realiz6 un perfil de restriccién con las enzimas
Nhel y Hindlll. En el gel la Fig. 6C Il se observan 2 bandas, una de 5kb (plasmido
pSegTag2b) y otra de 750 pb, que corresponde al fragmento de VP1 con el péptido sefial,
corroborando la correcta construccion por el perfil de restriccién. También esta secuencia
fue verificada a través de su secuenciacion.

Finalmente, se corté pSegTag2b-VP1s con Nhel y EcoRl, para ligar este fragmento
en pCl-neo (Fig. 6D I). Este vector de expresion en células eucariotas, fue elegido para las
formulaciones vacunales, ya que se ha utilizado previamente en otros trabajos (Cui et al.,
2006; Langellotti et al., 2011; Rodriguez et al., 2013; Shariati Mehr et al.,, 2012;
Taechavasonyoo et al., 2013). Como se observa en la Fig. 6D Il, en el gel de electroforesis
se visualizan 2 bandas, una de 5,5 kb (correspondiente al plasmido pCl-neo) y otra de 750
pb que corresponde al fragmento de VP1. Por lo tanto, se logr6 comprobar la correcta
clonacion por el analisis de restriccién con las enzimas con Nhel y EcoRI para VP1s.

También esta secuencia fue verificada a través de su secuenciacion (dato no mostrado).

1.3. Construcciéon de pP

Para la construccion de pP se levanté la secuencia de la proteina P1 las proteinasas
2A y 3C a partir del vector pBBR-P12A3C (Romanuti et al 2013) por PCR, obteniéndose
una banda de 3123 pb. Se amplificd dicha secuencia, agregando los sitios de restriccion
Nhel y Xbal y se clond en el vector pCl-neo-IRES, descripto previamente. Para corroborar

su identidad se realizo el perfil de restriccion del plasmido pP (Fig. 7 II).
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Fig. 7: 1) Representacién
esquematica del
plasmido pP. 1))
Electroforesis en gel de
agarosa 1% de la
digestion con Notl. Calle
1) Marcador de peso
molecular 1KB Promega.
Calle 2) perfil de
restriccion con la enzima
Notl.

En la Fig. 7 Il se muestra el gel de agarosa en donde se comprob6 la correcta identidad

del vector pP por analisis de restriccion con la enzima Notl. En el gel de electroforesis se

visualizan 2 bandas, una de 6,7 kb y otra de 2,5 pb. La suma de ambas bandas dio el total

de peso molecular del vector 9,2 kpb.

1.4. Amplificacién v caracterizacion _de los plasmidos gue codifican para las

moléculas inmunomoduladoras

Los plasmidos que poseen los genes que codifican para las moléculas CD40L,

RANKL e IL15 fueron amplificados en bacterias Escherischia coli DH5ay luego sus

secuencias fueron corroboradas por el perfil de restriccion, utilizando la enzima de
restriccion Bgl | para pCD40L y ECoRI para pRANKL y EcoRI 'y BamH | para pIL15 (Fig.8).
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FIG. 8: a) Representacién esquematica del plasmido 1) pCD40L, II) pRANKL vy Ill) plL15 y b)
electroforesis en gel de agarosa 1% de la digestién con las enzimas de restriccion: 1) Bgl | para
pCD40L Il) EcoRI para pRANKL y Ill) EcoRI 'y BamH | para pIL15. En todos los casos se representa: Calle
1) Marcador de peso molecular, 1KB Promega, Calle 2) perfil de restriccion.

En la Fig. 8 se muestran los perfiles de restriccion de cada plasmido, con los que se
corroboraron las secuencias de los diferentes vectores que codifican para las moléculas
inmunomduladoras por sus perfiles de restriccion. En el perfil de restriccion con la enzima
Bgl | de la construccion pCD40L, se observa 1 banda cercana al peso molecular de 6 kpb
que corresponde al peso del plasmido linearizado (Fig. 8b ). Con respecto a pRANKL, se
realizd un perfil de restriccion con EcoRl y en el gel de este perfil se observan 2 bandas,
una cercana a los 5 kpb y otra cercana a los 1 Kb, siendo la suma de ambas bandas el PM
de este vector (5,8 kpb) (Fig. 8b II). Por ultimo, en el perfil del pldsmido pIL15 con EcoRIl y
BamHI se visualizaron 2 bandas, una cercana a los 5 kpb y otra cerca de los 750 pb,

correspondiente a la secuencia de IL15 (Fig. 8b III).
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Como se expresara anteriormente, las secuencias nucleotidicas de los genes de
interés fueron confirmadas por secuenciacion automatica para cada uno de los insertos

presentes en los vectores utilizados.

2. Expresién de los genes que codifican para los inmunégenos VP1y P1y las
moléculas inmunomoduladoras CD40L, RANKL e IL15

2.1. Expresién de los genes gue codifican paralos inmundgenos

Con el objeto de demostrar que los genes presentes en los plasmidos pVP1c, pVP1c-
CDA40L,pVP1c-RANKL, pP, pCD40L y pRANKL se expresaban correctamente, se
transfectaron por lipofeccidon células de mamiferos (BSR para los antigenos y BHK-21
para las moléculas coestimuladoras como se describe en materiales y métodos).

Para determinar si los vectores pVP1c, pVP1c-CD40L y pVP1c-RANKL eran capaces
de expresar VP1 y si pP expresaba las proteinas estructurales VP1 y VP3 del VFA,
monocapas de células BSR se transfectaron con dichos vectores. A las 48 h post
transfeccion, los extractos celulares se analizaron por western blot, incubando la
membrana con un suero anti-VP1 para las células transfectadas con pVPlc, pVPlc-
CD40L y pVP1c-RANKL (Fig. 9) y con anti-VP1 y anti-VP3 para las transfectadas con pP

(Fig. 10).
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pVP1c-RANKL, Calle 4: sin transfectar; Calle 5: marcador de peso molecular.

Fig. 9: Expresion de VP1 en células BSR transfectadas con: pVP1lc, pVP1c-CD40L, pVP1c-RANKL
evaluadas por Western Blot. Lisados de las células transfectadas fueron sembradas en un gel de
poliacrilamida al 12,5% y transferidos como se detalla en materiales y métodos. La deteccion se realizé con
anticuerpo anti-VP1 de conejo y el anticuerpo secundario anti Ilg de conejo- peroxidasa. El revelado se realizd
por quimioluminiscencia. Lisado de células transfectadas con: Calle 1:pVP1c; Calle 2: pVP1c-CD40L; Calle 3:
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Fig. 10: Expresion de VP1 y VP3 en células BSR transfectadas con pP evaluadas por Western Blot.
Lisados de las células transfectadas fueron sembradas en un gel de poliacrilamida al 12,5% vy transferidos
como se detalla en materiales y métodos. La deteccién se realizd con anticuerpo anti-VP1 o anti-VP3 de
conejo y el anticuerpo secundario anti Ig conejo-peroxidasa. El revelado se realizé por quimioluminiscencia.
Lisado de células transfectadas con pP incubadas con: Calle 1: VP1; Calle 2: marcador de peso molecular;
Calle 3: VP3; Calle 4 suero normal de conejo.

Como se muestra en la Fig. 9, en las células transfectadas con pVP1c, pVPlc-
CD40L y pVP1c-RANKL se detecté una banda de 29 KDa correspondiente a VP1 del VFA
gue reacciond positivamente con un antisuero especifico.

Asimismo, como muestra la Fig. 10 en las células transfectadas con pP se detecté la
presencia de las proteinas estructurales VP1 y VP3 del VFA, ausente en el control de
células sin transfectar. Ambas proteinas fueron reconocidas por antisueros especificos y
presentaron un PM de 29 KDa para VP1y 27 KDa para VP3.

2.2. Expresién de las moléculas CD40L v RANKL

Con el fin de evaluar la expresion de las moléculas coestimuladoras CD40L y
RANKL, células BHK-21 fueron transfectadas con pCD40L, pRANKL, pVP1lc-CD40L y
pVP1lc-RANKL.

La determinacion de la expresion de RANKL y CD40L se realiz6 por citometria de
flujo utilizando acs monoclonales especificos. Como control de la transfeccién, se
transfectaron células BHK-21 con el plasmido que codifica para la proteina verde
fluorescente (pGFP) y que puede ser detectada por citometria de flujo o microscopia de

fluorescencia (Fig. 11).
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Fig. 11: Evaluacion de la expresién de las moléculas CD40L y RANKL por citometria. Las células
BHK-21 fueron transfectadas con: a) pCD40L; b) pVP1c-CD40L; c) pRANKL; d) pVP1c- RANKL; e) pGFP
(Control de Transfeccion). El histograma vacio representa al control de isotipos y el de color representa la
expresion de las moléculas coestimuladoras.

Como se observa en la Fig. 11 se logr6 demostrar la expresién de las moléculas:

CD40L y RANKL de cada construccion por citometria de flujo.

2.3. Expresion de IL15

Para evaluar la expresion del plasmido pIL15, se determind la secrecion de esta
citoguina en los sobrenadantes de cultivo de las células 24 h post transfeccion, para ello se
utilizé un test de ELISA. Como control negativo se utilizd el sobrenadante de células BHK-

21 sin transfectar (Fig. 12).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes




*%*

2001

150+

100+

pg/ml IL15

50+

pIL15 plasmido no relacionado

BHK-21 transfectadas con:

Fig. 12: Expresion de IL15: células BHK-21 fueron transfectadas con el plasmido pIL15 y un plasmido
no relacionado, 24 h post transfeccién, se midié la concentracion de IL15 secretada por las mismas,

para ello se utilizd un test de ELISA. ** p< 0,01 T-Student. Cada barra representa la concentracion de
IL15 secretada.

En la Fig. 12 se representan los valores de concentraciébn de IL15 en los
sobrenadantes de cultivo de las células transfectadas con el pIL15 o con un plasmido no
relacionado. En el sobrenadante de células transfectadas con plL15 se determiné una
concentracion aproximada de 150 pg/ml de IL15 mientras que en el sobrenadante de las

células transfectadas con el plasmido no relacionado no se pudo detectar IL15.

3. Seleccion de las vacunas génicas por su capacidad de inducir una respuesta
inmune humoral protectora frente al VEA

3.1. Esquema de inmunizacion

Para la eleccion del mejor candidato vacunal se utilizé el modelo de ratén ya que es
muy costoso evaluar en bovinos, debido al gran nimero de animales necesarios para un
correcto analisis. Asimismo, se ha podido establecer un paralelismo entre los bovinos y el
modelo murino en cuanto a la proteccién inducida por vacunas contra el VFA (Borca et al.,
1986; Borca et al., 1993; Dus Santos et al., 2000; Fernandez et al., 1986; Zamorano et al.,
1998).

Con el objeto de seleccionar la mejor vacuna génica se inocularon ratones BALB/c
por via intrddermica (i.d) con diferentes dosis de inmunégenos combinados con los

adyuvantes moleculares. En este modelo se evalu6 la respuesta humoral y la proteccion
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frente a un desafio con VFA. Las dosis de los inmundgenos y la via de inoculaciéon se
seleccionaron sobre la base de trabajos previos (Langellotti et. al, 2011).

Los ratones fueron inmunizados con los diferentes plasmidos, 3 veces con un
intervalo de 14 dias y se desafiaron con VFA O1Campos a los 38 dpv como se indica en el

esquema de la Fig. 13.

0 14 28 38 dpv

J is ¢ Dosis: 50 y 100 pg/ratén
Vacuna 4

Génica Desafio

Fig. 13: Grupos de ratones BALB/c fueron inmunizados y revacunados con los diferentes
plasmidos a los 14 y 28 dias por via intradérmica con 50 o 100 ug/dosis de ADN en un
volumen de 0.2 ml. En distintos tiempos post-vacunacion se recolectaron las muestras de sangre
para los ensayos. A los 38 dpv los ratones inmunizados fueron desafiados con 10*? DICT50 del
VFA Ol1Campos. Se midié la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h post desafio. Otro grupo de
animales fue sacrificado para experimentos de inmunidad celular.

Para evaluar la respuesta humoral, los niveles de acs anti-VFA presentes en los
sueros de los animales vacunados se determinaron mediante un ELISA de captura, como
se detall6 en materiales y métodos. Por trabajos previos en nuestro laboratorio (Zamorano
et al. 2010), se consideraron como animales que probablemente estarian protegidos frente
al desafio viral, aquellos que presentaron niveles de acs superiores a 2.

Con el objeto de estudiar la eficacia de las vacunas frente a la infeccién con virus
vivo, se realizaron ensayos de desafio, basandonos en el modelo de ratén desarrollado en
nuestro laboratorio. Para ello a los 38 dpv, los animales fueron inoculados con 10*?
DICT50/ml del VFA Ol1Campos por via ip y luego de 24 h fueron sangrados, y la sangre
heparinizada fue colocada sobre monocapas de células BHK-21. Los ratones fueron
considerados completamente protegidos cuando las monocapas no presentaron efecto

citopatico luego de dos pasajes ciegos.

3.2 Vacuna génica pVPl1c

Inicialmente se trabajé con la forma citosélica de la proteina VP1 del VFA
Ol1Campos. Como se menciond antes, para mejorar su capacidad inmunogénica se
adicionaron los genes de las moléculas coestimuladoras CD40L o RANKL al plasmido. En
la tabla 3 se representa los resultados obtenidos en cuanto a la respuesta humoral y la

proteccién frente al desafio viral inducida por estas formulaciones.
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Vacuna Dosis/raton Promedio del % de animales protegidos
titulo de acs>2 frente al desafio con VFA
50 pg ) 0
pVP1c
100 ug Q] 0
50 pg Q] 0
pVP1c-CD40L
100 ug Q] 0
50 pg ) 0
pVP1c-RANKL
100 ug ) 0
pCl-neo 100 pg ) 0
Vacuna Comercial 10 g (+) 100
(VFAI)

Tabla 3. Seleccion de las vacunas génicas por su capacidad de inducir acs anti VFA y
proteccion frente al desafio viral. Se inocularon ratones BALB/c con 50 o 100 pg/dosis de los
diferentes plasmidos por via i.d (5 ratones/grupo). A los 37 dpv se determiné por ELISA la presencia
de acs especificos anti-VFA en muestras de suero. Se indica como (+) o (-) aquellos grupos de
ratones vacunados que presentaron un promedio del titulo de acs contra VFA >2 o <2,
respectivamente. A los 38 dpv los ratones inmunizados fueron desafiados con 10*? DICT50 del VFA
Ol1lCampos. Se midi6 la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h post desafio como fue detallado en
materiales y métodos. Los ratones fueron considerados completamente protegidos cuando las
monocapas no presentaron efecto citopatico luego de dos pasajes ciegos.

Como se observa en la tabla 3, las vacunas génicas pVP1c, pVP1c-CD40L y pVP1c-
RANKL indujeron en los ratones un titulo de acs especificos contra el VFA < 2 y no
estuvieron protegidos frente al desafio con VFA, demostrando que la vacuna génica pVP1c
sola o asociada a las moléculas coestimuladoras CD40L o RANKL (pVP1c-CD40L o
pVP1c-RANKL) no induce una respuesta efectiva frente al virus. Solo los ratones
inmunizados con la vacuna comercial (utilizada como control positivo) presentaron un

promedio del titulo de acs contra el VFA > 2 y una proteccion total al desafio viral.

3.3 Vacuna génica pVP1s

Por lo tanto, se decidié trabajar con la construcciéon que codifica para la proteina
VP1s y las moléculas coestimuladoras. En este caso se co-inoculd, el pVP1s junto a los
plasmidos pCD40L y pRANKL. Se inmunizaron ratones con diferentes dosis (50 y 100
pg/raton) de pVP1ls y con 100 pg de los vectores que codifican para las moléculas

coestimuladoras y se estudio la respuesta humoral y protectora frente a VFA.

Vacuna Dosis/ratén Promedio del % de animales protegidos
titulo de acs >2 | frente al desafio con VFA
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50 ug ) 0
pVP1s
100 pg ) 0
50 ug ) 0
pVP1s+CD40L
100 +
Mg (+) 00
50 ug ) 0
pVP1s+RANKL
100 ug Q) 0
pCl-neo 100 pg ) 0
Vacuna Comercial 10 pg (+) 100
(VFAI)

Tabla 4. Seleccidn de las vacunas génicas por su capacidad de inducir acs anti VFA y proteccién
frente al desafio viral. Se co-inocularon ratones BALB/c con 50 o 100 ug/dosis de los diferentes
pladsmidos por via i.d (5 ratones/grupo) y 100 pg de pCD40L o pRANKL. A los 37 dpv se determing por
ELISA la presencia de acs especificos anti-VFA en muestras de suero. Se indica como (+) o (-) aquellos
grupos de ratones vacunados que presentaron un promedio del titulo de acs contra VFA >2 o <2,
respectivamente. A los 38 dpv los ratones inmunizados fueron desafiados con 10*? DICT50 del VFA
Ol1Campos. Se midi6 la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h post desafio como fue detallado en
materiales y métodos. Los ratones fueron considerados completamente protegidos cuando las
monocapas no presentaron efecto citopético luego de dos pasajes ciegos. (*) Disminucién de viremia.

Como se observa en la tabla 4, el grupo que recibié una dosis de 100 ug de la
vacuna pVP1s+pCD40L fue el Unico que presentd una respuesta de acs contra VFA
superior a 2 y luego del desafio una disminucién del nivel de virus en sangre, indicando
gue la molécula CD40L estaria colaborando con el incremento de la inmunidad.

De los resultados presentados (Tabla 3 y 4) se concluye que las vacunas génicas
gue utilizan pVP1 ya sea en su forma citoplasmatica o secretada no inducen una buena

inmunidad.

3.4. Vacuna génica pP

A continuacion, se decidi6 estudiar la capacidad inmunogénica del plasmido pP, que
codifica para la poliproteina P1 las proteinasas 2A y 3C como vacuna génica. Asimismo,
se decidié seguir trabajando con la molécula coestimuladora CD40L, ya que la presencia

de la misma mejor6 la respuesta humoral generada por la vacuna pVP1s (tabla 4).
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Se inmunizaron ratones con diferentes dosis (50 y 100 pg /ratén) de pP y con 100 g

de pCD40L y se estudié la respuesta humoral y protectora frente al VFA.

Vacuna Dosis Promedio del titulo | % de animales protegidos
de acs >2 frente al desafio con VFA
50 pg () 0
pP
100 pg (+) 0
50 ug ) 0
pP+CD40L
100 pg (+) 0 (¥
pCl-neo 100 pg ) 0
Vacuna Comercial 10 pg (+) 100
(VFAI)

Tabla 5. Seleccién de las vacunas génicas por su capacidad de inducir acs anti VFA y proteccién
frente al desafio viral. Se inocularon ratones BALB/c con 50 o 100 ng/dosis de los diferentes plasmidos
por via i.d (5 ratones/grupo). A los 37 dpv se determiné por ELISA la presencia de acs especificos anti-
VFA en muestras de suero. Se indica como (+) o (-) aquellos grupos de ratones vacunados que
presentaron un promedio del titulo de acs contra VFA >2 o <2, respectivamente. A los 38 dpv los ratones
inmunizados fueron desafiados con 10*? DICT50 del VFA O1Campos. Se midié la viremia sobre células
BHK-21 a las 24 h post desafio como fue detallado en materiales y métodos. Los ratones fueron
considerados completamente protegidos cuando las monocapas no presentaron efecto citopético luego de
dos pasajes ciegos. (*) Disminucion de viremia

Como se observa en la tabla 5, los grupos de ratones que recibieron 100 ug de la
vacuna pP y pP co-inoculado con pCD40L fueron los Unicos grupos experimentales que
presentaron una respuesta de acs contra VFA superior a 2, sin embargo sélo el grupo
pP+pCD40L mostré una disminucién del nivel de virus en sangre, confirmando
nuevamente que la molécula CD40L estaria involucrada de alguna manera con el
incremento de la inmunidad protectora.

Frente a estos resultados, con el objeto de mejorar la respuesta inmune alcanzada
hasta ahora, se adicion6 a las formulaciones con pP, el plasmido pIL15, que posee la
secuencia codificante para IL15.

Se inmunizaron ratones con 100 pg de pP ya que ésta formulacién indujo un mejor
titulo de acs y 100 pg de plIL15 y se estudi6 la respuesta humoral y protectora. El agregado
de plIL15 a la vacuna pP no aumentd el titulo de acs en forma significativa con respecto al
grupo pP, ni tampoco se consiguié una respuesta protectora frente al VFA en los ratones
inmunizados (dato no mostrado).
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En base a todos los resultados presentados se concluyd que la respuesta inmune
generada por las vacunas génicas probadas, aun utilizando los adyuvantes moleculares,
era muy débil por lo que se decidié por un lado incorporar los adyuvantes moleculares
CD40L e IL15 junto a pP y por otro parte incorporar un adyuvante quimico a la vacuna. El
adyuvante utilizado fue ESSAI 95201 (Seppic; Ady 101) ya que en nuestro grupo se
demostrd que la incorporacion de adyuvantes de composicion similar a una vacuna génica
contra Herpes Virus Bovinol indujo un incremento de la respuesta humoral y citotoxica
especifica (Gammella et al 2014). Se decidi6 ademas, para potenciar la respuesta inmune
incrementar la cantidad de refuerzos.

Lotes de ratones BALB/c fueron inmunizados con: pP, pP+Adyl01,
pP+pIL15+pCD40L; pP+plL15+pCD40L+Ady101; pP+pCD40L+Ady101, pP+IL15+Ady101
o pCl-neo, 4 veces con un intervalo de 14 dias y se desafiaron con VFA a los 52 dpv como

se indica en el esquema de la Fig. 14 a.
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Fig. 14: Respuesta inmune humoral inducida en los ratones inmunizados con vacuna génica. a)
Esquema de inmunizacion: Se inocularon ratones BALB/c con 100 pg de cada vacuna, 4 veces con un
intervalo de 14 dias entre inoculaciones, por via i.d (5 ratones/grupo), a los 52 dpv se realiz6 el desafio
viral con VFA Ol1Campos. b) Cinética de acs anti-VFA en los sueros de los animales inmunizados
con las diferentes vacunas: Ratones BALB/c fueron inmunizados con las diferentes formulaciones
vacunales, a distintos dpv se tomaron muestras de sangre y se midieron por ELISA los acs especificos
contra el VFA. Cada punto corresponde al promedio de los titulos de acs de los sueros de los animales de
cada grupo vacunal. El titulo de cada suero se calculé como el logaritmo en base 10 de la mayor dilucion
que supera en DO al punto de corte, siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los sueros
provenientes de ratones inmunizados con pCl-neo + 2 DS.

Como se observa en la Fig. 14b, no se encontraron diferencias significativas en el
titulo de acs inducido por las diferentes formulaciones. Sin embargo, sorprendentemente,
la formulacion pP+pIL15+ Ady 101 y pP+ pCD40L+ Ady 101 indujeron una proteccion
frente al desafio viral en el 80% y 60% de los animales vacunados, respectivamente (Fig.
15). Las vacunas pP+plIL15 +pCD40L+Ady y pP+pIL15+pCD40L indujeron una proteccion
frente al desafio viral en el 20% de los ratones mientras que los ratones vacunados con

pP, pP+Ady101 o pCI-neo no estuvieron protegidos.

&l pP

Bl pP+Ady 101

Bl pP+pCD40L+Ady 101

Bl pP+plL15+Ady 101

Bl pP+pCD40L+pIL15

Bl pP+pCD40L+plIL15 +Ady 101
I pCl-neo

B Vacuna Comercial

Yo de animales protegidos J
desafiados

0 il 40 &0 &0 100

% de animales protegidos [
desafiados

Fig. 15: Respuesta inmune protectora inducida en los ratones inmunizados con vacuna génica.
A los 52 dpv los ratones inmunizados fueron desafiados con 10*? DICT50 del VFA O1Campos. Se
midio la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h post desafio como fue detallado en materiales y
métodos. Se representa el porcentaje de animales protegidos para cada grupo. Los nimeros indican el
porcentaje de animales protegidos/animales desafiados. Estos resultados son representativos de 3
experimentos independientes.

En funcion de los resultados obtenidos se decidié evaluar la inmunidad conferida por
las formulaciones pP+pIL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ady101.
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4. Respuesta inmune inducida en ratones inmunizados con pP+plL15+Ady101, o
pP+pCD40L+Ady101

4.1. Inmunidad humoral inducida por la vacunacion

Se sabe que los acs tienen un papel central en el control de la infeccion por VFA,
tanto en el modelo murino (Borca et al, 1986) como en los hospedadores naturales
(Maradei et al, 2008) y dado que se observé una respuesta especifica contra el VFA en los
ensayos de proteccion, se decidid estudiar mas detalladamente la respuesta humoral
inducida por las distintas vacunas. Se evaluaron los niveles de IgG totales especificas
contra VFA (Figl6).

lgG

@l P

Bl pP+Ady 101

Bl pP-+pCD40L+Ady 101

BB pP-+plL15+Ady 101

B pP+pCD40L+pIL15

B pP+pCD40L+pIL15 +Ady 101

0 1 2 3 4 5
Tit Ac a VFA (log )

Fig. 16: Titulo de acs IgG totales anti VFA inducidos en ratones BALB/c alos 52 dpv. Se muestran
los promedios del titulo de acs obtenidos para los sueros de cada grupo vacunal. El titulo de acs de cada
suero se calculé como el logaritmo en base 10 de la mayor dilucidon que supera en DO al punto de corte,
siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los sueros provenientes de ratones inmunizados
con pCl-neo + 2 DS.

Como se observa en la Fig. 16 no hay diferencias significativas entre los diferentes
grupos en cuanto al titulo de las IgGs dirigidas contra el VFA.
Dado que los isotipos de las Igs poseen funciones efectoras diferenciales, se decidié

estudiar el perfil de isotipos inducidos por las vacunas (Fig. 17).
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Fig. 17: Isotipos de IgG anti-VFA en sueros de ratones inmunizados. A los 52 dpv se midieron
por medio de un ELISA los titulos de las inmunoglobulinas especificas anti-VFA O1Campos IgG1 (a),
IgG2a (b), 1gG2b (c) y 1gG3 (d) presentes en los sueros de ratones inoculados con las diferentes
formulaciones vacunales. El titulo de acs de cada suero se calculé como el logaritmo en base 10 de
la mayor dilucién que supera en DO al punto de corte, siendo el punto de corte la media de la
absorbancia de los sueros provenientes de ratones inmunizados con pCl-neo + 2 DS.

En la Fig. 17, se observa que no hay diferencia significativa en el nivel de subtipos de

IgG contra VFA inducido por las diferentes vacunas.
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Se decidi6 evaluar también los niveles de IgA en suero ya que este isotipo de
inmunoglobulina, media una variedad de funciones de proteccién a través de la interaccién
con receptores especificos y mediadores inmunes (Snoeck et al. 2006; Delacroix et al.
1982).

IgA
il P
Bl P+Ady 101
BB pP+pCD40L+Ady 101
. BB pP+plL15+Ady 101
. B pP+pCD40L+plL15
BB pP+pCD40L+plL15 +Ady 101
pCl-neo

Hkk

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
DO

Fig. 18: Niveles de IgA sérica especifica para VFA en ratones vacunados con las diferentes
formulaciones a 52 dpv. Los sueros fueron evaluados en la dilucién 1:50 por la técnica de ELISA.
Los valores graficados en eje de las ordenadas corresponden al valor de densidad 6ptica medida a
492 nm.

En la Fig. 18, se observa que la IgA sérica se ve aumentada significativamente en los
grupos pP (p<0,05), en pP+pCD40L+Ady (p<0,05) y en pP+plL15+Ady (p<0,001) con
respecto al grupo control pCl-neo, aunque no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos vacunados con pP y los diferentes adyuvantes respecto de pP.

Posteriormente, para analizar la calidad de los acs anti VFA generados se hizo un
estudio de avidez. Los sueros provenientes de los ratones inmunizados y sangrados a los
52 dpv se evaluaron en un ELISA de avidez. El indice de avidez se calculé en funcion de la
relacion entre la Absorbancia obtenida, luego de la incubacion de los sueros tratados y sin
tratar con Urea (Fig.19). En nuestro laboratorio utilizando el modelo murino para la
evaluacion de vacunas comerciales contra VFA se observd que aquellos animales que
tenian un indice de avidez mayor al 60 % en su mayoria estaban protegidos frente al

desafio viral (Gnazzo et al., 2013).
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Fig. 19: indice de avidez de los acs anti-VFA a los 52 dpv. El indice de avidez se calculé como el
porcentaje la relacion entre: la densidad 6ptica del pocillo que contenia el suero de cada uno de los
animales inmunizados con las diferentes formulaciones vacunales tratado con urea y la densidad
Optica de otro pocillo idéntico pero sin tratar con urea. Cada punto representa el indice de avidez de
cada ratdn dentro del grupo vacunal y las lineas el promedio de la avidez de cada grupo. La linea
punteada representa un indice avidez del 60 % que correlacionaria con buena proteccion.

En este estudio, se observé que el indice medio de avidez de los acs es alto, superior
al 60% en todas las formulaciones, ademas el grupo pP presentd un indice de avidez

similar al grupo que recibio la vacuna comercial (Fig. 19).

4.2. Inmunidad celular inducida por la vacunacion

4.2.1. Analisis Fenotipico de las Poblaciones celulares de los bazos de los ratones
vacunados

La proteccién frente a la infeccion por el VFA ha sido siempre relacionada con la
presencia de acs neutralizantes. Sin embargo, se han encontrado animales protegidos con
niveles subinmunizantes de acs sugiriendo la presencia de otros mecanismos inmunes
(Quattrocchi et al., 2011). Con el fin de evaluar la participacion de otros componentes de la
respuesta inmune responsables de la proteccion observada en los animales que recibieron
la vacuna génica pP en presencia de los adyuvantes moleculares (pCD40L, pIL15) y el
adyuvante quimico (Ady 101), inicialmente, se determind el nimero absoluto de células por
bazo y se analizd estadisticamente la diferencia en el nimero de células entre los
diferentes grupos. Se observd un aumento en el nimero total de células recuperadas de
los ratones que fueron inmunizados con pP+pIL15+Ady; duplicando el valor obtenido para
el grupo normal o el inmunizado con pP (2,66 x 10° + 6,66 x 10”; 1,13 x 10® + 1,25 x 10"y

1,31 x 10® + 1,59 x 10’; respectivamente). Esta expansion en los bazos de los animales
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inmunizados con pP+plL15+Ady indica una clara activacion de las células

inmunocompetentes (Fig 20)

B P
B pP+pCD40L+Ady 101

B pP+plL15+Ady 101
pCl-neo

m

T T T

0 1 2 3 4

n° de células totales (1x10 %)

Fig. 20: Evaluacién de la activacién de los esplenocitos de ratones inmunizados con las
vacunas génicas. Numero absoluto medio + DS de esplenocitos determinado por recuento en
hemocitdmetro de las células obtenidas de los ratones inmunizados con las diferentes vacunas a los a
los 52 dpv. * p< 0,05 test de ANOVA y un post-test Dunnet. N=5.

4.2.2. Los ratones inoculados con pP+plIL15+Ady101 presentan un _incremento en el
nimerode LTy B

Para estimar cuales eran las poblaciones celulares responsables de la respuesta
generada, se calculd el nimero absoluto de células de cada poblacion celular a partir del
analisis por citometria de flujo y el recuento de las células totales de cada muestra de los
bazos de los animales inmunizados y de los controles. Primero se evalué las poblaciones
linfocitarias. (fig 21, 22 y 23)
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Fig 21: Evaluacion de la subpoblacion de LT CD4 presente en el bazo de ratones inmunizados
con las vacunas génicas a los 52 dpv. a) Se muestran los dot plots representativos de los ratones
estudiados para cada tratamiento. Los ndmeros representan los porcentajes de células CD4+ en la
region correspondiente a los linfocitos, tomada para realizar el andlisis. b) Nimero absoluto medio de
células CD4+ + DS correspondiente a los ratones inmunizados con las diferentes formulaciones. N=5
animales por grupo. ***p<0,001 test de ANOVA y un post test Dunnet.
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Fig. 22: Evaluacion de la subpoblacion de LT CD8+ presente en el bazo de ratones
inmunizados con las vacunas génicas a los 52 dpv. a) Se muestran los dot plots representativos
de los ratones estudiados para cada tratamiento. Los nimeros representan los porcentajes de células
CD8+ en la region correspondiente a los linfocitos, tomada para realizar el andlisis. b) Numero
absoluto promedio de células CD8+ + DS correspondiente a los ratones inmunizados con las
diferentes formulaciones. N= 5 animales por grupo. *p<0,05 test de ANOVA y un post test Dunnet.
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Fig. 23: Evaluacién de la subpoblacion de LB B220+ presente en el bazo de ratones inmunizados
con las vacunas génicas a los 52 dpv. a) Dot plots representativos de los ratones estudiados para cada
tratamiento. Los nameros representan los porcentajes de células B220+ en la region correspondiente a
los linfocitos, tomada para realizar el andlisis. b) NUimero absoluto medio de células B220+ + DS
correspondiente a los ratones inmunizados con las diferentes formulaciones. N= 5 animales por grupo.
*p<0,05 test de ANOVA y un post test Dunnet.

Como se muestra en las Fig. 21, 22 y 23, el nimero absoluto de LT CD4 y CD8 y de

células B220+ (principalmente LB) fueron estadisticamente mas altos en los bazos de los
ratones inmunizados con pP+plL15+Ady en comparacion con los del grupo pP y los

controles.

4.2.3. Los ratones inoculados con pP+plL15+Ady101 presentan un incremento en el
numero de células NK
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Las células NK median poderosos mecanismos microbicidas efectores durante las
etapas tempranas del proceso infeccioso provocada por todo tipo de patégenos
intracelulares y tienen particular relevancia en las infecciones virales, esta poblacion
participa en la inmunidad mediante la destruccién de células infectadas y por la secrecion
de citoquinas y quimoquinas (Vojvodic ' and Popovic et al 2010). Por otro lado, se ha
demostrado que las células NK procedentes de animales infectados con VFA tienen un
nivel elevado de citotoxicidad in vitro contra células diana derivadas de bovinos (Patch Jr
etal., 2014).

Para evaluar esta poblacién se marcaron los esplenocitos con el anticuerpo anti
CD94b y se determinaron el nimero total de células marcadas por este anticuerpo (Fig.
24).
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Fig 24: Evaluacion de la subpoblacion de células CD49b presente en el bazo de ratones
inmunizados con las vacunas génicas alos 52 dpv. a) Se muestran los dot plots representativos
de los ratones estudiados para cada tratamiento. Los numeros representan los porcentajes de
células CD49b+ (DX5+) en la region indicada en el grafico de SSC vs FSC, tomada para realizar el
analisis. b) Nimero absoluto medio de células T CD49b+ + DS correspondiente a los ratones
inmunizados con las diferentes formulaciones. N= 5 animales por grupo. **p<0,01test de ANOVA 'y
un post test Dunnet.




En la Fig. 24, se observa un aumento significativo de la poblacion CD49b+ en el
grupo pP+plL15+Ady con respecto a pP (p<0,001).

4.2.4. Los ratones inoculados con pP+plL15+Ady101 presentan un incremento en el
numero de MO

Por otro lado, decidimos estudiar la poblacion de MO por sus cualidades en la
respuesta frente a virus. Esta poblacion tiene una alta capacidad fagocitica y pueden
presentar péptidos derivados de los microorganismos fagocitados, a LT activados. Se
demostré que los MO juegan un papel central en la proteccién temprana contra VFA y que
la opsonizacion fue suficiente para la proteccion (Quattrocchi et al., 2011). Para estudiar
esta poblacion utilizamos el marcador F4/80 y se determiné el nimero de células
marcadas del bazo de cada uno de los ratones inmunizados con las diferentes
formulaciones (Fig. 25).
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Fig. 25: Evaluacion de la subpoblacién de células F4/80+ presente en el bazo de ratones
inmunizados con las vacunas génicas a los 52 dpv. a) Se muestran los dot plots representativos de
los ratones estudiados para cada tratamiento. Los numeros representan los porcentajes de células
F4/80+ en la region indicada en el grafico de SSC vs FSC, tomada para realizar el andlisis. b) Numero
absoluto medio de células F4/80 + DS correspondiente a los ratones inmunizados con las diferentes
formulaciones. N= 5 animales por grupo. ***p<0,001; test de ANOVA y un post test Dunnet

Como se observa en la Fig. 25, se muestra un aumento en la frecuencia (Fig.25 a) y
un incremento significativo (p<0,01) en el nimero absoluto de la poblacion F4/80
correspondiente a los MO en el grupo pP+plL15+Ay101 con respecto al grupo pP
(Fig.25b).

4.2.5. Los ratones inoculados con pP+plL15+Ady101 presentan un incremento en el
numero de células de neutréfilos
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Se sabe que la poblacion de neutréfilos son células reclutadas rapidamente a los
sitios de inflamacion, alli son capaces de fagocitar y eliminar microorganismos. Asimismo,
poseen la capacidad de secretar un amplio abanico de citoquinas que cumplen una funcién
relevante en el tropismo de otras poblaciones celulares y en la modulacion de la respuesta
adaptativa que se generara posteriormente. Con el propoésito de estudiar esta poblacion

celular utilizamos el anticuerpo monoclonal anti-GR1 (Ly6G) (Fig. 26).
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Fig. 26: Evaluacion de la subpoblacion de células Grl+ presente en el bazo de ratones
inmunizados con las vacunas génicas a los 52 dpv. a) Se muestran los dot plots
representativos de los ratones estudiados para cada tratamiento. Los nimeros representan los
porcentajes de células Grl+ en la region indicada en el grafico de SSC vs FSC, tomada para
realizar el andlisis. b) Numero absoluto medio de células Grl+ + DS correspondiente a los
ratones inmunizados con las diferentes formulaciones. N= 5 animales por grupo. **p<0,01; test
de ANOVA y un post test Dunnet.
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En la Fig. 26, se observa un aumento significativo de neutrofilos en el grupo
pP+pIL15+Ady con respecto al grupo pP (pP<0,01).

En conjunto, estos datos indican que el tratamiento con pP+pIL15+Ady por un lado
favorecid un estado inflamatorio con un aumento de las poblaciones de granulocitos y MO.
Paralelamente, los LB (B220+) y LT (CD8+ y CD4+) fueron activados produciendo una
expansién en el niimero total de células presentes en el bazo (2,66.10° +0,67 y 1,32.10°

+0,16 para el grupo de ratones inoculados con pP+pIL15+Ady y pP, respectivamente).

4.2.6. Estudio de las citoquinas secretadas por los ratones de los diferentes
tratamientos

Una respuesta caracteristica de los LT activados por un antigeno es su capacidad de
responder secretando citoquinas que a su vez puedan atraer otras poblaciones celulares.
Por lo tanto, la determinacidon de la presencia de una citoquina indica no sélo la activacion
de los linfocitos como consecuencia de la estimulacion antigénica sino el tipo de respuesta
inducida (Th1l o Th2 o Th17). Asi la secrecion de IFNy, IL2, TNFa indica un perfil Th1. La
IL4 e IL5 un perfil Th2 y la IL17 o IL22 un perfil Th17. Por otra parte, IFNy tiene una
actividad antiviral contra el VFA, promueve la activacion de células NK y MO, que pueden
contribuir a controlar la replicacién y propagacion de la VFA, como hemos expresado
anteriormente (Summerfield et al., 2009).

La produccion de IFNy e IL4 se evaludé en el sobrenadante de esplenocitos de los
ratones inmunizados con las diferentes vacunas génicas y los controles. Para ello 5 dias
post Ultimo refuerzo (52 dpv), se extrajeron las células del bazo de los ratones y los
esplenocitos fueron reestimulados in vitro con VFAI durante 72 h. Posteriormente, los
sobrenadantes se ensayaron por medio de un ELISA de captura para determinar la

concentracion de IFNy (Fig.27) e IL4 (Fig.28).
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4.2.7. Incremento en la secrecién de IFNy en los grupos pP+pCD40L+Ady101 vy
pP+plL15+Ady101

pP -
B,
pP+pCD40L+Ady 101 - I* i
¥ i S
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pCl-neo - B3 VFAI
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Fig. 27: Induccién de la sintesis de IFNy por los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados
con las vacunas génicas. Cuantificacion de IFNy en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos
provenientes de los ratones inmunizados con las diferentes vacunas a los 52 dias post vacunacion, sin
estimular y estimulados durante 72 h con VFAIi o ConA por ELISA. Las barras representan el promedio de
las concentraciones de IFNy observadas + DS, en tres experimentos independientes (***p<0,001,
p**<0,01, *p<0,05; test ANOVA y un post test Bonferroni).
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Fig. 28: Induccién de la sintesis de IL4 por los esplenocitos provenientes de ratones
inmunizados con las vacunas génicas. Cuantificacién de IL4 en el sobrenadante de cultivo de los
esplenocitos provenientes de los ratones inmunizados con las diferentes vacunas a los 52 dias post
vacunacion, sin estimular y estimulados durante 72 h con VFAi o ConA por ELISA. Las barras
representan el promedio de las concentraciones de IL4 + DS.
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Los resultados demostraron un aumento significativo de la produccion de IFNy por los
esplenocitos de los grupos inoculados con pP+pIL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ay101 y re-
estimulados con VFAI (Fig.27) con respecto al control sin estimulo (p< 0,001 y p<0,05
respectivamente). Es de destacar que también se observé un aumento significativo
(p<0,01) en la produccion de IFNy en los sobrenadante provenientes del grupo
pP+pIL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ady101 respecto de los de las células de los ratones del
grupo pP.

En la Fig. 28, se muestra la ausencia de produccion de IL4 en el sobrenadante de
cultivo de los esplenocitos provenientes de todos los grupos inmunizados, frente a la
estimulacion especifica con VFAI.

Los LT son la principal fuente de produccién de IFNy durante una respuesta inmune
adaptativa. Con el fin de estudiar las poblaciones linfocitarias responsables de la
produccién de IFNy (LT CD4 y/o LT CD8), los esplenocitos de los animales inmunizados, a
los 52 dpv (5 dias post ultimo refuerzo) fueron reestimulados in vitro durante 16 h con VFAI
y se determind por doble marcacién en membrana e intracelular y posterior andlisis por
citometria de flujo, la produccion intracitoplasmatica de IFNy en las subpoblaciones
linfocitarias T CD4+ y CD8+. En la Fig. 29 se observa que los esplenocitos obtenidos de
los ratones inmunizados con las vacunas pP+plL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ady101
presentaron un aumento significativo en la frecuencia de células linfocitarias secretoras de
IFNy respecto de pP (p<0,001). Dicho aumento se correlacionaria con un aumento de las
células CD4+ productoras de IFNy en el grupo pP + pIL15 + Ady 101 (0,43 + 0,49y 0,159 +
0,148, respectivamente; p<0,05; con respecto al grupo control pP) (Fig. 30). Por otra parte,
no se observaron diferencias en la frecuencia de las células CD8+ IFNy+ entre los grupos
con respecto al grupo control pP (Fig. 31 b). Teniendo en cuenta que el porcentaje total de
células secretoras de IFNy es superior a los LT CD4+ productores de IFN(T, inferimos que
habria otra poblacién que estaria produciendo IFNy, que pueden ser las células NK ya que

se vio también un aumento de esta poblacion en el grupo pP+plL15+Ady101 (Fig.24).

4.2.8. Incremento_en el porcentaje de células secretoras de IFNy en los grupos
pP+pCD40L+Ady101 y pP+plL15+Ady101
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Fig. 29: Determinacion de las células productoras de IFNy..Esplenocitos de ratones inmunizados las
vacunas génicas a los 52 dpv, re-estimulados in vitro con VFAIi, en presencia de Brefeldin A fueron
permeabilizadas y marcadas con Acs anti- IFNy o control de isotipo. % de células totales IFNy+. N=5 animales
por grupo. ***p<0,001, *p<0,05 test ANOVA.y un post test Dunnet.

4.2.9. Incremento en el porcentaje de células CD4 secretoras de IFNy_en el grupo
pP+plL15+Ady101
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Fig. 30: Determinacion de los LT CD4 productoras de IFNy. Esplenocitos de ratones inmunizados con
las vacunas génicas a los 52 dpv, re-estimulados in vitro con VFAI, en presencia de Brefeldina y marcados
con Acs anti-CD4. Posteriormente las células fueron permeabilizadas y se marcaron con Acs anti- IFNy o
control de isotipo. a) Dot plots representativos de los ratones estudiados para cada tratamiento. Los
numeros representan los porcentajes de células CD4+ positivas en la region correspondiente a los

linfocitos, tomada para realizar el andlisis. b) Porcentaje de LT CD4+, IFNy+ *p<0,05 test ANOVA y un post
test Dunnet.
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4.2.10. Porcentaje de los LT CD8 secretoras de IFNy en el grupo pP+plL15+Ady101
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Fig 31. Determinacion de los LT CD8 productoras de IFNy. Esplenocitos de ratones inmunizados
con las vacunas génicas a los 52 dpv, re-estimulados in vitro con VFAI, en presencia de Brefeldina y
marcados con acs anti-CD8. Posteriormente las células fueron permeabilizadas y se marcaron con
acs anti- IFNy o control de isotipo. a) Dot plots representativos de los ratones estudiados para cada
tratamiento. Los numeros representan los porcentajes de células CD8+ positivas en la region
correspondiente a los linfocitos, tomada para realizar el analisis. b) Porcentaje de LT CD8+, IFNy+ +
DE. N= 5 animales por grupo. *p<0,05 test ANOVA.y un post test Dunnet.

En conjunto, estos resultados sugieren que la respuesta inmune celular evidenciada
al inmunizar los ratones con la vacuna génica pP+plL15+Ady101 estaria representada por

un perfil Thl secretor de IFNy.

5. Determinacién de la respuesta inmune de memoria inducida por las vacunas
génicas
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Habiendo demostrado que los grupos: pP+pCD40L+Ady101 y pP+plL15+Ady101
presentaron una proteccion frente al desafio viral del 60 y 80 % respectivamente, se
evalud la incorporacion de un altimo refuerzo con el VFAI (dosis subinmunizante) con el
proposito de estimular una respuesta de memoria para amplificar la respuesta especifica
contra los antigenos virales y evocar otros mecanismos complementarios a los inducidos
por la vacuna génica.

Para ello, se vacunaron animales con el esquema usado hasta ahora (100 pg de
cada vacuna), 4 veces con un intervalo de 14 dias entre inoculaciones, por via id y se les

dio un dltimo refuerzo con una dosis de VFAI subinmunizante por la misma via.

5.1. Determinacion de la dosis subinmunizante de VFEAI

Con el fin de seleccionar la dosis subinmunizante de VFAI, se realiz6 una curva dosis
respuesta. Para ello se inmunizaron grupos de ratones (n=5) con diferentes
concentraciones de VFAI (0,025; 0,05; 0,1; 0,75; 1 y 5 ug /ratén) y a los 7 dpv se los
desafi6 con 10*? DICT50 de VFA Ol1Campos activo y posteriormente se evalué el

porcentaje de ratones vacunados protegidos/ratones desafiados (Fig. 32)

% de animales protegidos /

desafiados
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804

[o2}
o
1

»
o
1
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5 1 0,75 0,1 0,05 0,025
Dosis pg/raton

Fig. 32.: Seleccion de dosis
subinmunizante de VFA: en el grafico
se muestra el porcentaje de proteccion
inducido en los animales luego de
vacunar los ratones BALB/c con
diferentes dosis de VFAi a los 7 dpv.
Cada barra representa el % de ratones
vacunados protegidos/total de animales
vacunados desafiados. EI recuadro
indica el nimero de animales con viremia
indetectable (protegidos) / el nimero de
animales desafiados.

Como se observa en la Fig. 32, a los 7 dpv, los grupos vacunados con 5, 1y 0,75 ug

/dosis presentaron un alto porcentaje de animales protegidos (100, 80 y 60%,
respectivamente). Se selecciond por lo tanto, como dosis subinmunizante 0,1 pg/ml ya que
induce proteccién solamente en el 20% de los ratones vacunados.

Habiendo determinado la dosis, se realizé un esquema de vacunacién con la vacuna
génica como se muestra en la Fig. 33 inoculando como se describié anteriormente con

100ug de pP en presencia de pCD40L o plL15 y 0,1 ug de VFAI a los 7 dias previos al
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desafio viral. Para ello se inmunizaron ratones BALB/c, evaluando la respuesta protectora
inducida por las diferentes formulaciones.

0 14 28 42 49 dpv
Vacuna VFAI Desafio
Génica 0,1 ug /raton
Fig. 33: Esquema de inmunizacién. Se inmunizaron ratones BALB/c 4 veces con 100 nug de cada
vector cada 14 dias, a los 49 dpv se vacun6 con una dosis subinmunizante de VFAI (0,1ug/D) y a los
49 dpv se realiz6 el desafio viral con VFA O1Campos.
% proteccion % proteccion
(sin refuerzo con VFAI) (con refuerzo con VFAI)
pP 0 80
pP+pCD40L+Ady 101 60 100
pP+plL15+Ady 101 80 100
pCl-neo 0 20
VFAI 0 20
*Vacuna comercial 100 100

Tabla 6. Proteccion inducida en ratones inmunizados con las diferentes formulaciones
vacunales: A los 49 dpv los ratones fueron vacunados con VFAI (dosis subinmunizante) y a los 49
dpv desafiados con 10*? DICT50 de VFA O1Campos. Se midio la viremia sobre células BHK-21 a las
24 h post desafio como fue detallado en materiales y métodos. Se representa el porcentaje de
proteccion alcanzado para cada grupo. Los numeros indican el porcentaje de animales
protegidos/cantidad de animales desafiados.*Nota: la vacuna comercial se aplicé en una sola dosis y
el desafio se realizé a los 21 dov.

En la tabla 6, se observa que al incorporar una dosis minima de virus inactivado se
obtuvo el 100 % de proteccion en los grupos: pP+plL15+Ady101, y pP+pCD40L+Ady101;
80 % en pP y sélo un 20 % en los grupos VFAIi y pCl-neo.

Como se observa en la tabla 6, con este esquema de vacunacién y refuerzo con virus
inactivo se logro inducir una proteccion similar a la generada por una vacuna comercial.

Indicando una respuesta adaptativa de memoria.

5.2. Esquemas de vacunacién prime and boost con virus inactivo con _menor
dosis de vacuna génicay con una dosis subinmunizante de VFAI

Por ultimo con el objetivo de estudiar si se podia potenciar la respuesta a VFA
utilizando dosis subinmunizantes ya sea de la vacuna génica como del VFAI se evaluaron

diferentes protocolos de vacunacidn utilizando una concentraciéon de vacuna génica que
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induce un titulo bajo de acs como se mostré en la tabla 3 (50 ug /ratén), y con un refuerzo
utilizando una dosis subinmunizante de VFAi (0,1 pg /dosis). También se evalud la
respuesta inducida cuando se inoculan los animales con: 3, 2 y una dosis de ADN (50 pg
/ratdn) y una dosis de 0,1 ug /raton de VFAI.

5.3. Esquema de inmunizacidn con 3 dosis de vacuna génica (50 ug/dosis) vy

refuerzo
a)
il pP
0 14 28 42 49 dpv Bl pP+pCD40L+Ady 101
¢ il 1 ¢ ! B pP+plL15+Ady 101
pCl-neo
Vacuna VFAi  Desafio -
Génica 0,1ug/d VFAI
b)
pre VFAI post VFAI
=
1
0 1 2 3 a 0 1 2 3 2
Tit Ac a VFA (log 1) Tit Ac a VFA (log 1)

Fig. 34: Respuesta inmune humoral y protectora inducida en los ratones inmunizados con
diferentes formulaciones vacunales utilizando 50 pg /ratén en el pldsmido pP y con un dltimo
refuerzo con VFAI. a) Esquema de inmunizacion. Se inmunizaron ratones BALB/c con 50 ug de
cada vacuna ,3 veces con un intervalo de 14 dias entre inoculaciones, por via i.d (5 ratones/grupo), a
los 42 dpv los ratones recibieron una dosis subinmunizante de VFAI (0,1ug/dosis) y finalmente a los 49
dpv se realizé el desafio viral con VFA. b) Respuesta inmune humoral: A los 42 y el 49 dpv, se
determiné por ELISA, la presencia de acs especificos anti-VFA en muestras de suero. El titulo de cada
suero se calculé6 como el logaritmo en base 10 de la mayor dilucién que supera en DO al punto de
corte, siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los sueros provenientes de ratones
inmunizados con pCl-neo + 2 DS.
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Fig. 35: Respuesta inmune protectora: A los 59 dpv los ratones inmunizados fueron desafiados con
10*? DICT50 del VFA O1Campos. Se midié la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h post desafio
como fue detallado en materiales y métodos. Se representa el porcentaje de proteccion alcanzado
para cada grupo. Los nimeros indican la cantidad de animales protegidos/cantidad de animales
desafiados.

En la Fig. 34b se muestra el andlisis de la respuesta inmune humoral pre y post
inoculacion de VFAI (dosis subinmunizante). Como se observa, se indujeron bajos titulos
de acs dirigidos contra el VFA (con titulos < 2) cuando se inmuniza con esta dosis de ADN
(50 ug), de acuerdo a lo esperado segun lo descripto en la tabla 3, esos niveles de acs
fueron manifiestamente aumentados al inocular con el virus inactivo alcanzando niveles de
acs superiores a 2.

En la Fig. 35 se observa que luego de aplicar la dosis de 0,1 pg/raton de VFAI, se
obtuvo el 100% de proteccién en el grupo de pP+plL15+Ady101, un 80% de proteccion en
los grupos pP y pP+pCD40L+ Ady101 mientras que en los grupos VFAIiy PCI-neo sélo un
20 % de los ratones estuvieron protegidos. Al realizar un estudio mas detallado de la
respuesta inmune humoral se observo que si bien no hay diferencias en el titulo de acs
IgG totales (Fig. 34) o en sus los isotipos (Fig.36 c) ni el nivel de IgA (Fig. 36 b); se
encontraron diferencias significativas en el titulo de acs IgM del grupo
pP+pCD40L+Ady101 y pP+plL15+Ady101 con respecto al grupo pP (p<0.05) (Fig. 36a).
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Fig. 36: Respuesta humoral inducida en los ratones inmunizados con diferentes formulaciones
vacunales utilizando 50 pg/ratén del plasmido pP y con un udltimo refuerzo con VFAI a) A los 49
dpv, 7 dias post refuerzo con VFAI se determind por ELISA, la presencia de acs especificos IgM anti-
VFA OlCampos en muestras de suero. Se expresa el titulo de cada suero como la inversa de la dltima
dilucién igual o mayor a la del punto de corte, calculado como la DO media de los sueros provenientes
de los ratones inmunizados con pCl-neo + 2DS. (*p<0,05, **p<0,01 test ANOVA post test Dunnet). b)
Niveles de IgA sérica especifica para VFA en ratones vacunados con las diferentes formulaciones a los
49 dpv. Los sueros en dilucion 1:50 se evaluaron por la técnica de ELISA. Los valores graficados en eje
de las ordenadas corresponden al valor de densidad 6ptica medida a 490 nm. c) A los 49 dpv se
midieron por medio de un ELISA los titulos de las inmunoglobulinas especificas anti-VFA 1gG1, IgG2a,
IgG2b e 1gG3 presentes en los sueros de ratones inoculados con las diferentes formulaciones
vacunales. El titulo de cada suero se calculd6 como el logaritmo en base 10 de la mayor diluciéon que
supera en DO al punto de corte, siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los sueros
provenientes de ratones inmunizados con pCl-neo + 2 DS.
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Por otro lado, como se observa en la Fig. 37 a, el nivel de los acs seroneutralizantes de los
ratones inmunizados con pP+plL15+Adyl101 fue significativamente superior (p<0.05) al
grupo pP. En el grupo pP+pCD40L+Adyl101 si bien no se detectdé un incremento
significativo de los acs neutralizantes, se encontré en uno de los sueros (de 5 analizados)
un nivel alto de acs SN de 2,5 (dato no mostrado).

Las medias de los indices de avidez de los acs especificos contra el virus, presentes
en los sueros de los ratones inmunizados con las diferentes vacunas génicas fue superior
al 60 %.

Il P
BB pP+pCD40L+Ady 101
BB pP+plL15+Ady 101

pCl-neo
VFAI
0.STII Aclt.zovFA Sl:tlleog 10)2.0 2.5
b)
o] N o pP
20 ) + pP+pCD40L+Ady 101
L PR Ay X pP+pIL15 +Ady 101
BTG e T - .
N e Vacuna Comercial
= 4 pCl-neo
g 1
=
Bj_
104
|:.

Fig. 37: Estudio de las propiedades de los acs anti-VFA inducidos por la vacunacién.a) Titulos
de Acs SN inducidos: El titulo seroneutralizante esta expresado como el logaritmo de la inversa de
la dltima dilucién de suero incapaz de neutralizar 100 DICT50 de VFA. (*p< 0,05 test ANOVA y un
post test de Dunnet). b) indice de avidez de los acs anti-VFA O1Campos a los 49 dpv. El indice de
avidez se calcul6 como el porcentaje de la relacion entre: la densidad dptica del pocillo que contenia
el suero de cada uno de los animales inmunizados con las diferentes formulaciones vacunales
tratado con urea y la densidad dptica de otro pocillo idéntico pero sin tratar con urea. Cada punto
representa el indice de avidez de cada raton dentro del grupo vacunal. Las lineas indican la avidez
promedio de cada grupo. La linea punteada representa un indice avidez del 60 % que correlacionaria
con buena proteccion.
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5.4. Esquema de inmunizaciéon con 2 dosis de vacuna génica (50 ug) v refuerzo
con VFAI (0,1 ug/dosis)

a
) o P
0 14 28 35 Bl pP+plL15+Ady 101
P+pCD40L+Ady 101
Il i i i1 Bl pP+p ¥
pCl-neo
Vacuna VFAi Desafio ;
Génica 0,1ug/d VEAI
b)
pre VFAI post VFAI

o

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tit Ac o VFA (log 10) Tit Ac a VFA (log )

Fig. 38. Respuesta inmune humoral inducida en los ratones inmunizados con diferentes
formulaciones vacunales utilizando 50 pg /ratén en el plasmido pP y con un udltimo refuerzo
con VFAIi. a) Esquema de inmunizacién. Se inmunizaron ratones BALB/c con 50 pug de cada
vacuna 2 veces con un intervalo de 14 dias entre inoculaciones, por via i.d (5 ratones/grupo), a los 28
dpv recibieron una dosis subinmunizante de VFAI (0,1 ug /dosis) y finalmente a los 35 dpv se realizd
el desafio viral con VFA. b) Respuesta inmune humoral: A los 28 y 35 dpv, se determiné por
ELISA, la presencia de acs especificos anti-VFA en muestras de suero. El titulo de cada suero se
calcul6 como el logaritmo en base 10 de la mayor dilucién que supera en DO al punto de corte,
siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los sueros provenientes de ratones
inmunizados con pCl-neo + 2 DS.

En las Fig. 38a se muestra el esquema de inmunizacién de los ratones que recibieron
2 dosis de vacuna génica previa y posterior al refuerzo con VFAI (dosis subinmunizante).
En las Fig. 38b y Fig. 39 se representan el nivel de acs y la proteccion inducida en los
ratones. En la Fig. 38 se observa un rapido aumento de casi un logaritmo en el titulo de
acs totales contra VFA para todas las vacunas en el esquema de dos dosis de vacuna
génica y refuerzo con VFAI. Estos resultados indicarian la presencia de LB de memoria,

generados durante la sensibilizacién con la vacuna génica.
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Fig. 39: Respuesta inmune protectora inducida en los ratones inmunizados con diferentes
formulaciones vacunales utilizando 50 pg /ratdon en el plasmido psz con un altimo refuerzo con
VFAI. A los 35 dpv los ratones inmunizados fueron desafiados con 10 DICT50 del VFA O1Campos.
Se midié la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h post desafio como fue detallado en materiales y
métodos. Se representa el porcentaje de proteccién alcanzado para cada grupo. Los nimeros indican

la cantidad de animales protegidos/cantidad de animales desafiados.

Al reducir el nimero de dosis con la vacuna génica de tres a dos dosis (Fig. 39) se
observa una clara disminuciéon en el nimero de ratones protegidos para los grupos
vacunados con pP y pP+pCD40L+Ady101, ya que de una proteccién del 80 % se redujo a
una proteccion del 20 %, valor similar al obtenido en el grupo que soélo recibié VFAI.
Sorprendentemente, no fue asi para el grupo pP+plL15+Ady101 en donde la proteccion se
mantuvo alta con un valor del 80 %. Al realizar un estudio mas detallado de la respuesta
inmune humoral se observd que no se han encontrado diferencias en el titulo de acs IgG
totales (Fig. 38) o en sus los isotipos (Fig. 40 c) ni el nivel de IgA (Fig. 40b).
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Fig. 40: Respuesta humoral inducida en los ratones inmunizados con diferentes formulaciones
vacunales utilizando 50 pg/ratdn del plasmido pP y con un ultimo refuerzo con VFAI a) A los 35
dpv, 7 dias post refuerzo con VFAI se determind por ELISA, la presencia de acs especificos IgM anti-
VFA en muestras de suero (*p<0,05, **p<0,01 test ANOVA post test Dunnet) b) Niveles de IgA sérica
especifica para VFA en ratones vacunados con las diferentes formulaciones a los 35dpv. Los sueros
en dilucion 1:50 se evaluaron por la técnica de ELISA. Los valores graficados en eje de las ordenadas
corresponden al valor de densidad 6ptica medida a 490 nm. c) A los 35 dpv se midieron por medio de
un ELISA los titulos de las inmunoglobulinas especificas anti-VFA O1Campos IgG1, 1gG2a, IgG2b e
IgG3 presentes en los sueros de ratones inoculados con las diferentes formulaciones vacunales. El
titulo de los subtipos de IgGs y la IgM de cada suero se calculé como el logaritmo en base 10 de la
mayor dilucién que supera en DO al punto de corte, siendo el punto de corte la media de la
absorbancia de los sueros provenientes de ratones inmunizados con pCl-neo + 2 DS.
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Por otra parte, las medias de los indices de avidez de los acs especificos contra el

virus, presentes en los sueros de los ratones inmunizados con las diferentes vacunas

génicas fueron superiores al 60% (Fig. 41).
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Fig 41. Estudio de las propiedades de los acs anti-VFA inducidos por la vacunacion. Indice de
avidez de los acs anti-VFA a los 35 dpv. El indice de avidez se calcul6 como el porcentaje de la
relacién entre: la densidad optica del pocillo que contenia el suero de cada uno de los animales
inmunizados con las diferentes formulaciones vacunales tratado con urea y la densidad 6ptica de otro
pocillo idéntico pero sin tratar con urea. Cada punto representa el indice de avidez de cada raton dentro
del grupo vacunal. Las lineas indican la avidez promedio de cada grupo. La linea punteada representa
un indice avidez del 60 % que correlacionaria con buena proteccién.

Finalmente, se realizo un esquema de una sola dosis de vacuna génica y un refuerzo

con VFAI subinmunizante (Fig. 42a).

5.5. Esqguema de inmunizaciéon con una dosis de vacuna génica (50 ug) v refuerzo

con VFAI (0,1 ug/dosis)
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Fig. 42. Respuesta inmune humoral inducida en los ratones inmunizados con diferentes
formulaciones vacunales utilizando 50 pg /ratén en el plasmido pP y con un ultimo refuerzo con
VFAI. a) Esquema de inmunizacion. Se inmunizaron ratones BALB/c con 50 ug de cada vacuna 1 vez
por via i.d (5 ratones/grupo), a los 14 dpv recibieron una dosis subinmunizante de VFAIi (0,1 pg/dosis) y
finalmente a los 21 dpv se realiz el desafio viral con VFA. b) Respuesta inmune humoral: A los 14y 21
dpv, se determiné por ELISA, la presencia de acs especificos anti-VFA en muestras de suero. El titulo de
cada suero se calculé como el logaritmo en base 10 de la mayor dilucion que supera en DO al punto de
corte, siendo el punto de corte la media de la absorbancia de los sueros provenientes de ratones
inmunizados con pCl-neo + 2 DS.

Con el esquema de una sola dosis de vacuna génica y un refuerzo con VFAI

subinmunizante, se manifestd la presencia de mecanismos efectores alternativos a la
inmunidad humoral en el grupo vacunado con pP+plL15+Ady101, ya que en estos
animales los acs estimulados fueron bajos (<2) (Fig. 42b), y aun asi, luego del desafio con
virus activo aunque se observé una baja proteccioén (Fig. 43a), presentaron una reduccion

de la viremia (Fig. 43b).
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Fig. 43. Respuesta protectora inducida en los ratones inmunizados con diferentes
formulaciones vacunales utilizando 50 ug /ratén en el plasmido pP y con un ultimo refuerzo
con VFAIi. a) Respuesta inmune protectora: A los 21 dpv los ratones inmunizados fueron
desafiados con 10*? DICT50 del VFA Ol1Campos. Se midio la viremia sobre células BHK-21 a las 24 h
post desafio como fue detallado en materiales y métodos. Se representa el porcentaje de proteccion
alcanzado para cada grupo. Los numeros indican la cantidad de animales protegidos/cantidad de
animales desafiados. b) Titulacion de virus en sangre: la sangre heparinizada de los animales
vacunados y desafiados fue evaluada sobre BHK21, para ello se sembraron diluciones de la misma y
se leyo el efecto citopatico. (*p<0,05 test ANOVA y un post test Dunnet).

En resumen, estos Ultimos resultados permiten concluir que el refuerzo con el VFAI,
no solamente indujo un rapido aumento en el titulo de acs sino que con este tratamiento se
activaron mecanismos inmunes complementarios que colaboraron con los estimulados en
un primer término con la vacuna génica y consecuentemente frente a una exposicién con
el VFA activo llevaron a la proteccion total del 100 % de los ratones. La disminucion de la
concentracion de ADN y del niumero de dosis junto con la estimulacidn con virus inactivo
(dosis subinmunizante), manifesté la presencia de una respuesta inmune para las todas
las vacunas génicas y destacé la efectividad de pP+plL15+Ady para alcanzar una buena

activacion de las células inmunocompetentes para combatir la infeccion al VFA.
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DISCUSION

La FA es una infeccién viral altamente contagiosa. Caracteristicas como su amplio
rango de hospedadores, su capacidad de infectar en bajas dosis, su rapida tasa de
replicacion, sus altos niveles de excrecion y sus multiples formas de transmitirse, hacen de
la FA una enfermedad dificil y costosa de erradicar.

La vacuna actual es dependiente del uso de virus inactivado producido en
instalaciones de alta contencion, la misma tiene varios puntos conflictivos como los altos
gastos de instalacion y de funcionamiento, la limitacién en el almacenamiento, la pobre
estabilidad de la vacuna a temperatura ambiente y su dificultad de distinguir animales
vacunados de los infectados por tener en su formulacion proteinas no estructurales. Por
otro lado, si bien las vacunas inactivadas quimicamente son capaces de controlar la
enfermedad con éxito, sélo ofrecen protecciéon a corto plazo contra la infeccion por el VFA
del mismo serotipo que la cepa vacunal (Barterling et al., 2002). Ademas, estas vacunas
tienen potenciales problemas de seguridad como la inactivacién incompleta del virus usado
como inmunégeno y el escape del virus vivo desde las plantas de fabricacidn. Por eso, a lo
largo de estos afios se han evaluado diferentes vacunas alternativas como la vacuna
génica, vacunas a subunidades proteicas o peptidicas, particulas similares al VFA (VLPs),
plataformas con vectores virales y vacunas a microorganismos vivos modificados. De
todas estas alternativas, la vacuna de ADN es el método mas versatil, econémico y simple
de inducir respuestas inmunes humorales y celulares protectoras. Ademas, las vacunas de
ADN son atractivas porque el ADN plasmidico no requiere instalaciones de alta contencion
para la produccién, es relativamente estable para el almacenamiento, permite la rapida
incorporacién de las nuevas secuencias de cepas de campo y permite la discriminacion
entre animales infectados y vacunados contra el VFA (Anderson ED et al., 1996).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo de tesis fue
evaluar la eficacia de vacunas génicas que codifican para antigenos del VFA en presencia
de adyuvantes moleculares y un adyuvante quimico para potenciar la respuesta inmune y
dilucidar algunos de los mecanismos inmunoldégicos inducidos por las formulaciones que
llevaron a una mejor respuesta protectora in vivo.

En este trabajo de tesis, inicialmente se obtuvieron los plasmidos vacunales con los
genes que codifican para la proteina VP1 y la poliproteina P1 las proteinasas 2A y 3C del
VFA de la cepa O1 Campos, y posteriormente, se realizé una seleccion de la mejor
construccion a utilizar. Se trabajé con el antigeno VP1 debido a su alta capacidad
inmunogénica (Zou et al., 2010; Xiao et al., 2007; Carrillo C, et al., 2001). En el caso de la
forma VP1 secretada, se eligio con el objetivo de inducir una respuesta humoral para
producir acs neutralizantes y para activar los mecanismos efectores dependientes de acs

como son la opsonizacion, la fagocitosis y la activacion del complemento por la via clasica.
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La proteina VP1s seria endocitada por las CPAs, procesada en péptidos y estos serian
presentados en el contexto de MHCII a los LT CD4. En el caso de la VPL1 citosdlica, se
selecciond para inducir una respuesta citotdxica, ya que la mencionada proteina
expresada por las células transfectadas in vivo, seria procesada en fragmentos y éstos
serian presentados asociados a las moléculas del MHCI, a los LT CD8 naive, activandolos
y diferencidndolos en LT CD8 efectores, los cuales podrian lisar a las células infectadas
por el virus. Por otro lado, se seleccion6 como inmundgeno a la poliproteina P1 ya que en
numerosos trabajos se ha propuesto que el empleo de capsides vacias del VFA induce
una respuesta inmune comparable a la obtenida con la infeccion viral (Rweyemamu et
al.,1979; Zheng et al., 2006; Li et al., 2006) debido a que posee epitopes T y B importantes
para la proteccion frente al desafio (Asfort et al., 2014) y porque se observo que este
antigeno utilizado en diferentes vacunaciones inducen una respuesta inmune contra VFA,
como en su forma de vacuna génica (Fowler et al., 2012); de vacunas a proteinas (Wang
et al.,, 2012); de vacunas que utilizan vectores virales (D"Antuono et al., 2010) y de las
VLPs (Migniaqui et al., 2012).

El vector pVP1s, que expresa la proteina VP1 secretada de la cepa O1 Campos del
VFA fue construido insertando un péptido sefial de secrecién del plasmido comercial
pSegTag2b. Si bien la expresion in vitro de VP1s en células BHK no pudo ser demostrada
por Western blot ni en el sobrenadante de las células transfectadas por ELISA, se
demostré dicha expresiéon in vivo cuando se indujo una respuesta de acs especificos
contra el VFA co-inoculando el pVP1s junto a pCD40L en ratones. Esto puede deberse a
que la baja expresion de la VP1s no podria ser detectado en el sobrenadante de cultivo de
las células transfectadas por western blot o por ELISA; pero si por el sistema inmune. Por
otro lado, la expresion de pVP1c se demostrd por transfeccion in vitro y western blot.

En relacién a pP, se demostrd su expresion por western blot, detectandose no sélo
VP1 sino también VP3. Asimismo, por citometria de flujo, se pudo comprobar la expresién
de las moléculas CD40L y RANKL en células BHK transfectadas.

Con el objeto de evaluar la capacidad de las vacunas génicas mencionadas de
inducir inmunidad, se inocularon por via intradérmica ratones BALB/c con los diferentes
plasmidos y posteriormente se midieron los acs especificos contra VFA ya que se ha
comprobado que la induccién de una respuesta con altos niveles de acs especificos contra
proteinas capsidales garantiza una inmunidad adecuada y proteccion contra este virus
(Periolo et al., 1993; Van Bekkum et al., 1969; Van Maanen and Terpstra 1989; Maradei et
al., 2008). Ademas, para evaluar la potencia de las vacunas, se utilizd6 el modelo de
inmunizacién y desafio viral desarrollado y validado en nuestro grupo para la seleccion de
vacunas de buena calidad (Gnazzo et al., 2013).

La construccién pVP1c indujo en los ratones bajo niveles de acs contra VFA (titulos

menores a 2) y no estuvieron protegidos frente al desafio viral. Se tratd entonces, de
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mejorar su respuesta inmune adicionando a pVP1c los genes que codifican para las
moléculas coestimuladoras CD40L o RANKL. En este trabajo, con el objeto de incrementar
la respuesta inmune humoral y protectora, se usé un solo vector, en el que los genes de
las moléculas coestimuladoras fueron unidos al gen VP1c por el IRES. Esta secuencia es
un sitio interno de entrada al ribosoma que consisten en regiones gque actidan en cis
reclutando a la maquinaria de traduccién a una posicion interna en el ARNm permitiendo la
traduccion del marco abierto de lectura de un ARN mensajero a pesar de carecer de la
modificacién Cap en su extremo 5'. Si bien otros investigadores también han utilizado
exitosamente esta estrategia para unir genes (Mingzi Jiang et al., 2014; Cui Ba et al.,
2006), en este trabajo de investigacion, el uso del IRES en el plasmido no llevé a un
incremento en la respuesta humoral ni en la respuesta protectora. Por lo cual, habria que
realizar un estudio de transfeccion in vitro para evaluar si las construcciones VP1c-CD40L
y pVP1lc-RANKL, afectan la expresién de los genes de VP1lc, CD40L o RANKL en
comparacion a la expresion al inocular los 2 genes en plasmidos por separado (VP1c y
CD40L o VP1c y RANKL). Por otro lado, estos resultados podrian deberse a que VP1c por
ser una version citosolica, no estaria bien expuesta al sistema inmune para inducir acs o el
antigeno expresado no es suficiente para generar una respuesta inmune efectiva. Lo cual,
estd en concordancia con varios estudios, en los que se ha observado que la respuesta
inmune humoral contra enfermedades virales puede mejorar si los antigenos transgénicos
son disefiados de forma secretada como el antigeno 45 W de Taenia ovis (Drew DR et al.,
2000), la glicoproteina de HIV (Fomsgaard A et al., 1999) y la glicoproteina de la rabia
(Xiang ZQ et al.,, 1995). En este sentido, Boyle y colaboradores evidenciaron que la
localizacién de los antigenos afecta a la activacion de los LB para una vacuna génica que
codifica para ovalbumina. En este estudio, se demostr6 que la forma citosdlica y de
membrana de la ovalbumina tanto inoculadas por via intradérmica como intramuscular
inducian en los ratones una respuesta humoral mas baja que la forma secretada (Boyle et
al., 1997). Asimismo, este fendbmeno también se ha observado en vacunas génicas contra
el VFA, como en el trabajo reportado por Kim en el que se muestra que la inoculacién tanto
por via intramuscular como por la inoculaciéon seguida de una electroporacion de un
plasmido que codifica para VP1s induce un mejor titulo de acs contra VP1 que una
vacunacion con un pldsmido que codifica para VP1c (Kim et al., 2006). Por lo tanto, se
decidi6 estudiar la respuesta inmune humoral y protectora inducida por pVP1ls. Sin
embargo, esta construccion arrojé resultados similares a los producidos al inmunizar con
pVP1c. Entonces, para incrementar la respuesta inmune se co-inocularon los plasmidos
pCD40L y pRANKL junto a pVP1 ya que los resultados obtenidos con pVP1c unidos a
CD40L o RANKL no fueron exitosos. Cuando se co-inoculd pCD40L junto a pVP1s se
observé un leve incremento de la respuesta inmune humoral y una pequefia disminucion

de la viremia en los ratones vacunados y desafiados. Este resultado se correlaciona con lo
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visto por Tripp y por lhata y colaboradores, los cuales observaron que la expresion de la
molécula CD40L incrementa la respuesta en acs de la vacuna génica que codifica para la
proteina F y G del Virus Sincicial Respiratorio (VSR) (Tripp RA et al., 2000), o cuando se
inmunizaron ratones con una vacuna génica contra el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (HIV-1) y la molécula CD40L (lhata A. et al., 1999).

Cuando se adicion6 pRANKL a la formulacion de pVP1s, en este trabajo de
investigacion no se indujo respuesta humoral ni proteccién contra VFA en contraposicion a
lo reportado por Miyahira y colaboradores (Miyahira et al., 2003) quienes lograron inducir
un incremento de la respuesta humoral cuando inmunizaron ratones con una vacuna
génica que codifica para la proteina TSSA del Tripanozoma cruzi asociada a esta molécula
coestimuladora.

A diferencia de lo observado en los grupos vacunados con pVP1s y pVPlc, la
inoculacién de pP indujo buenos niveles de acs especificos contra VFA. Esto puede ser
debido a que pP codifica para varios antigenos, no sélo para VP1 sino también para las
proteinas VP2 y VP3 que contienen determinantes antigénicos importantes para la
proteccién frente al desafio con el VFA (Asfort et al., 2014). Por otro lado, se ha observado
en trabajos previos que este antigeno P1 es mejor que la VP1 ya que podria estar
emulando mejor la respuesta del VFA, como en el trabajo de Kim (Kim et al., 2006) y Yang
(Yang et al., 2005), en el que se han inmunizado ratones por medio de una incoulacién
seguida de la electroporacion o utilizando el gene gun con vacunas génicas formuladas
para expresar al antigeno VP1 en diferentes compartimientos celulares (en membrana,
citoplasma o secretado) y a la proteina la poliproteina del virus O Taiwan. En este ultimo
trabajo, demostraron que la vacuna génica que codificaba para la poliproteina generé una
mejor respuesta protectora frente al desafio. Asimismo, los resultados obtenidos en este
trabajo de tesis demostraron que para inducir una buena respuesta humoral utilizando el
vector plasmidico pP como inmundgeno requiere de al menos uno o mas refuerzos. En
varios trabajos previos se demostré que las vacunas génicas necesitan al menos 2
inoculaciones para generar un buen titulo de acs como en el trabajo de Liu (Liu et al.,
2006) en el que inmunizaron cobayos con P12X3C3D (que incluye a P1, 3D y parte de 2B)
junto a la citoquina IFNa o en el trabajo de Mingxiao (Mingxiao et al., 2007) en el que
inmunizaron cerdos con una vacuna génica que codificada para P1 y la IL18.

En esta investigacion, si bien el antigeno P1 indujo una buena respuesta humoral
contra el VFA después de varios refuerzos, no generd una respuesta protectora, incluso
cuando se adicioné a la vacuna génica la molécula coestimuladora CD40L o una citoquina
como la IL15, la cual en vacunas contra otros patdégenos como la Brucella abortus
incremento la respuesta inmune humoral (Hu XD et al., 2010). Posiblemente la diferencia
en los resultados obtenidos en este trabajo usando vacunas que contienen al plasmido que

codifica para P1 con las vacunas previamente citadas que utilizan el mismo antigeno, es la
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forma de inocularlas (Kim et al., 2006 y Yang et al., 2005). Podria ser que el tipo de
administraciéon de la vacuna, gene gun y la electroporacion post-inyeccién, mejorarian la
transfeccion in vivo de los plasmido. Sin embargo a pesar de mejorar la transfeccion, este
tipo de administraciéon de ADN es dolorosa para el animal, requiere de personal entrenado
en el uso de estos dispositivos y por lo tanto es mas costosa comparada con la
administraciéon del ADN desnudo por aguja.

Dado que los adyuvantes moleculares solos no lograron potenciar la respuesta, se
decidi6 incorporar a la formulacién el Ady 101, desarrollado por la empresa Seppic y que
fue seleccionado a partir de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio en el marco de
una colaboraciéon con dicha empresa. Es un adyuvante experimental que contiene
polimeros cargados de alto peso molecular entrecruzados dispersos en agua. Posee las
propiedades clasicas de estimular a las células inmunocompetentes, y ademas, favorece la
transfeccion celular.

Sorprendentemente, el agregado del Ady101 a la vacuna pP, en presencia o no de
los adyuvantes moleculares, no mejord la respuesta humoral con respecto a pP, no se
observaron diferencias significaticas en el titulo ni en la calidad de las inmunoglobulinas
inducidas entre estos grupos y el grupo pP. Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los isotipos de las inmunoglobulinas, ni en la avidez de los acs y no se
detectaron acs seroneutralizantes.

No obstante, cuando se evalud la respuesta inmune protectora inducida por la
vacunacion, se alcanzé una protecciébn en el 80% de los ratones del grupo de
pP+plL15+Ady101 y un 60% en los ratones del grupo pP+pCD40L+Ady101. Asimismo, en
los ratones no protegidos totalmente se observd una reduccion en los titulos de viremia
post desafio. El resultado obtenido en relacién a los titulos de los acs posiblemente podria
deberse a que el nivel de acs inducido en los ratones podrian haber llegado a un plateau,
en el cual no se puede incrementar dicho titulo (Tizzard I, 1987). Por lo tanto, la proteccién
frente al VFA observada en los grupos pP+pCD40L+ Ady101 y pP+plL15+Ady101 podria
corresponder a una respuesta inmune celular ya que no se han encontrado acs
seroneutralizantes en estos grupos y no se ha visto una diferencia significativa en acs con
respecto al grupo pP.

Desde hace muchos afios se conoce que la presencia de acs neutralizantes para el
VFA no es en muchos casos suficiente para asegurar la proteccion (Brown and Graves,
1959) y que es posible encontrar animales protegidos con niveles de acs sub-
neutralizantes (Liebermann et al., 1993), lo cual sefiala la importancia que la inmunidad
celular podria tener en el control de la enfermedad (Becker et al., 1994). Estos resultados
de proteccion en ausencia de acs seroneutralizantes encontrados en este trabajo, son
concordantes con los descriptos por Saenz-Parra y colaboradores, quienes encuentran

una proteccién parcial en cerdos inmunizados con un vector adenoviral que porta el gen
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P1 del VFA, (Sanz-Parra et al., 1999). Es por ello, que a continuacion en este trabajo de
tesis se propuso estudiar la participacion de mecanismos complementarios a los mediados
por la respuesta inmune humoral para alcanzar la proteccién frente al VFA generada en los
grupos inmunizados con pP+plL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ady101, como la activacioén de
los LT y el tipo de respuesta inducida segun el tipo de citoquina secretada (IFNy o 1L4)
para la activacion de una respuesta Thl o Th2.

Los estudios realizados en este trabajo con los esplenocitos de los ratones
inmunizados con las vacunas génicas mostraron la produccion de IFNy frente a la
estimulacion especifica con VFAI, pero no de IL4, indicando la activacion de linfocitos
asociados a un perfil Thl, con un aumento significativo en la produccion de esta citoquina
en los grupos vacunados con pP+pIL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ady101. Estos resultados
se correlacionan con los estudios de Xi Dan Hub et al., 2009, Dubie et al., 2009, en Dong B
et al.,, 2013, en los que se muestra que ademas de observar un incremento en las
poblaciones CD4+ y CD8+ al adicionar a la vacuna génica IL15, se inducen altos niveles
de IFNy. Asimismo, el incremento de IFNy también ha sido observado en otro estudio en el
que la molécula coestimuladora CD40L incrementa la produccion de IFNy cuando se
inoculan ratones con una vacuna génica contra el VSR (Ralph A.et al., 2000). Por otra
parte, el aumento de IFNy observado en los ratones inmunizados con pP+plL15+Ady101 y
pP+pCD40L+Ady101 podria deberse ademas, al estimulo proporcionado por el Adyl01
presente en la vacuna ya que en trabajos realizados en nuestro laboratorio se demostré
que adicionando el Ady 101 a vacunas génicas contra el virus del herpes bovino I, se
obtiene un aumento de esa citoquina (Gammela et al., 2014).

El incremento IFNy se corrobor6 cuando se realizaron marcaciones intracelulares de
los esplenocitos de los ratones vacunados, ya que se observé un aumento significativo de
células productoras de IFNy en el grupo pP + plL15 + Ady 101 (p<0,001) y en el grupo pP
+ pCD40L + Ady 101 (p<0 ,001) con respecto al grupo pP. Ademas, los resultados
obtenidos por citometria de flujo en esta tesis demostraron que los LT CD4 fueron una de
las poblaciones mayoritariamente responsables del IFNy producido en respuesta a la
vacunacion con pP+plL15+Ady101 pero no la Unica. Inferimos que existiria otra poblacion,
probablemente las células NK o NKT secretoras de IFNy ya que no se detecté un aumento
significativo de los LT CD8 secretoras de IFNy. En el caso del grupo pP+pCD40L+Ady101,
se deberia en un futuro estudio examinar qué poblacién esta produciendo el IFNy en este
grupo.

Por lo cual, la proteccion generada por estas formulaciones podria estar relacionada
con este incremento de IFNy ya que esta citoquina posee un reconocido efecto antiviral
(Biron, C. A et al., 2001). EIl efecto antiviral del IFNy puede ser por una accion directa, o

indirecta estimulando a las células efectoras del sistema inmune (Chesler, D. A et al.,
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2002). Se ha observado esta actividad antiviral contra varios virus, incluyendo entre otros
al Virus del Herpes Simple, Virus de la Hepatitis C y el virus vaccinia (Cantin, E., B. et al.,
1999; Frese et al., 2002; Karupiah, G et al., 1990). Ademas, se ha reportado la potente
actividad antiviral contra el VFA, reduciendo drasticamente los niveles antigénicos y del
ARN viral en el sobrenadante de células epiteliales BTY infectadas con el VFA tratadas
con IFNy (Zhang et al., 2002). Asimismo, se ha observado que el IFNy promueve la
activacion de células NK y MOs, que pueden contribuir a controlar la replicacion y
propagacion del VFA (Summerfield et al., 2009).

A continuacion, para estudiar como fueron estimuladas las diferentes subpoblaciones
celulares por la vacunacién, se estudiaron las principales células inmunomoduladoras
presentes en el bazo de los ratones inmunizados con las vacunas génicas. En los ratones
inoculados con pP+pIL15+Ady101 se comprobo una gran estimulacion caracterizada por la
alta expansién del namero total de esplenocitos, comparado con los otros grupos, que
podria deberse al efecto sinérgico de la IL15 y el Ady 101. Por inmunomarcacion
especifica y citometria de flujo se determindé que el grupo pP+plL15+Ady101 tiene un
mayor nimero de los LT (CD4 y CD8) y LB con respecto al grupo pP. Estos resultados se
correlaciona con lo reportado en estudios previos, en los que se ha visto que al agregar el
gen IL15 a un vector que codifica para una proteina de Brucella o a uno que codifica para
la proteina N1 y NP del virus de la Influenza aviar se aumentan las poblaciones CD4+ y
CD8+ de los animales inmunizados (Xi Dan Hub et al.,, 2009; Lim KL et al.,, 2012).
Ademas, este incremento también se ha observado al inmunizar macacos con una vacuna
génica que contiene el gen para el virus de la inmunodeficiencia de los simios y el
adyuvante molecular (Dubie et al., 2009).

Cuando se estudio el grupo inmunizado con pP+pCD40L+Ady101, no se encontraron
diferencias significativas en las poblaciones celulares estudiadas con respecto al grupo pP,
lo cual se contrapone a lo esperado ya que se ha demostrado que esta molécula
coestimuladora, al igual que otros miembros de la familia del TNF, es crucial para la
expansion y la supervivencia de los LT, B y CDs durante las fases iniciales de la respuesta
inmune (Quezada SA et al., 2004; Sugamura K et al., 2004; Borrow et al., 1998; Bachmann
MF et al., 2004; Hernandez MG et al., 2007). Ademas, varios estudios han demostrado la
eficacia de CD40L exdgena como un adyuvante de la vacuna para promover el aumento
de los LT (Lin F et al., 2009; Manoj S et al., 2004; Tripp RA et al., 2000; Yao Qet al., 2010;
Cao J et al 2010).

Las células NK median poderosos mecanismos efectores microbicidas durante las
etapas tempranas del proceso infeccioso de patdgenos intracelulares y tienen particular
relevancia en las infecciones virales (Vojvodic and Popovic 2010). Esta poblacion participa
en la respuesta inmune mediante la destruccion de células infectadas y por la secrecion de

citoquinas y quimoquinas. Cuando se midi6 esta poblacion, se observd un aumento
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significativo en el grupo pP+plL15+Ady 101 con respecto al grupo pP. Este incremento
podria deberse por un lado al adyuvante molecular: desde hace varios afios se conoce que
la IL15 es una citoquina que media la homeostasis de las células NK, NKT y LT (Kennedy
MK et L 2000; Gordy et al. 2011; Lodolce et al., 1998) y la proliferacién de las mismas. A
su vez, la citotoxicidad de las células NK contra células infectadas contra VFA podrian
estar incrementadas por la IL15, como ya se ha reportado en un trabajo previo (Toka et al.,
2009), en el que células NK porcinas cultivadas in vitro después de la estimulacién con
IL15, aumentan su citotoxicidad frente a células infectadas con VFA. Por otro lado, el
adyuvante quimico podria estar colaborando con esta estimulacién ya que varios agentes,
incluyendo adyuvantes bacterianos, inducen un aumento en de células NK.

Por otro parte, se estudié la poblacion de los MOs por sus cualidades en la respuesta
frente a los virus. Esta poblacion tiene una alta capacidad fagocitica y puede presentar
péptidos derivados de los microorganismos fagocitados a los LT activados. Dicha
capacidad fagocitica se encuentra muy aumentada si la particula a ser fagocitada se
encuentra unida a acs y/o proteinas del sistema complemento. Los MOs secretan un
amplio espectro de citoquinas que median numerosas acciones, como el reclutamiento y
activacion de neutréfilos, maduracion y migracion de las CDs a o6rganos linfaticos,
reclutamiento y potenciacién de células NK y su propia modulacién. Cuando se estudio
esta poblacién en los diferentes grupos, se observé un aumento significativo en el grupo
pP+plL15+Ady101 con respecto al grupo pP. Posiblemente, este incremento pudo haber
sido estimulado por el IFNy, el cual se ve incrementado en este grupo experimental.
Asimismo, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio se demostré en ratones
inmunizados con VFA inactivo y adyuvantes comerciales, que los MOs juegan un papel
central en la proteccién temprana y que la opsonizacién y no los acs neutralizantes son
suficientes para inducir una proteccion temprana contra el VFA. Estos datos podrian
explicar por qué los animales que no tienen acs seroneutralizantes estan protegidos contra
el desafio viral. Sorprendentemente, en el grupo pP+ pCD40L+ Adyl01 no se han
observado diferencias en la poblacion de MOs con respecto a pP, siendo que CD40L
estimula la activacion de los MOs (Grewal IS et al., 1997). El incremento en la cantidad de
esplenocitos obtenida al vacunar ratones con pP+ pIL15+ Adyl01 con respecto a pP+
pCD40L+ Ady101, podria deberse a una mayor activacion de las células presentes en el
bazo, favorecido por el efecto proliferativo de la IL15 sobre las mismas. También podria
deberse a una menor eficiencia de transfeccién in vivo del plasmido pCD40L en
comparacion con plL15.

Por ultimo, estudiamos a los neutréfilos ya que son células que migran rdpidamente a
los sitios de inflamacién. Alli son capaces de fagocitar y destruir microorganismos y de
secretar un amplio abanico de citoquinas que cumplen una funcién relevante en el

reclutamiento de otras poblaciones celulares y en la modulacion de la respuesta adaptativa
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que se generara posteriormente. La importancia de los neutréfilos en las respuestas
inmunes protectoras tanto contra infecciones virales (Tumpey et al., 2005), como frente a
bacterias y parasitos (Tateda et al., 2001; Bliss et al., 2001; Denkers et al., 2004) esta
ampliamente reportada. Los neutréfilos liberan numerosas moléculas proinflamatorias,
entre las cuales se cuentan tanto citoquinas (TNFa e IFNy, entre otras) como
quimioquinas (CXCL1, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10, CXCL9 y CCL2), capaces de atraer
mas polimorfonucleares, monocitos/MO y CDs. También secretan proteinas derivadas de
los granulos (como catepsina, azurocidina y o-defensinas) capaces de atraer a LT CD4+y
CD8+ (Cherloy et al., 2000). Si bien los neutrofilos producen menor cantidad de citoquinas
por célula que las CDs (Casatella et al., 1995), la gran cantidad de polimorfonucleares
circulantes y su rapida migracién a los sitios de infeccién/inflamacion, convierten a estas
células en una fuente muy importante de citoquinas proinflamatorias durante las
infecciones. Cuando evaluamos esta poblacion, se observé un aumento significativo de la
poblacion en el grupo pP+plL15+Ady101 con respecto al grupo pP. Por lo cual esta
poblacién también podria estar ayudando a la proteccion generada por este grupo, a
través de las diferentes funciones mencionadas previamente. Este aumento, como con los
MO podria estar siendo estimulado por el IFNy, el cual se ve aumentado en este grupo
(Ellis and Bearm et al., 2004).

Asimismo, esta poblacion al igual que las demas, podria haberse incrementado por el
adyuvante quimico que como describimos antes mejoraria el delivery del ADN plasmidico
y también induce la secrecion de moléculas proinflamatorias que estarian atrayendo a los
MO y neutréfilos

Con los resultados obtenidos y la informacion previa que se conoce de la
transfeccién in vivo de los plasmidos al ser inoculados por via intradérmica, se disefiaron
los modelos hipotéticos de la respuesta inmune humoral y celular inducidos luego de la
inmunizacién intradérmica en los ratones vacunados con pP+plL15+Ady101 vy
pP+CD40L+Ady101 (Fig. 44).

Inicialmente luego de la vacunacion, las células de la dermis (CDs y queratinocitos)
se transfectarian in vivo con los pldsmidos que codifican para el antigeno P1 las
proteinasas 2A y 3C del VFA. Cuando los plasmido ingresan a la célula se translocarian al
nucleo, donde se inicia la trascripcion del transgén; a continuacién, los transcriptos
pasarian al citoplasma vy alli se traducen. Las proteinas recién sintetizadas se degradarian
en el proteosoma hasta péptidos de 8-10 aminoacidos y mediante un sistema
especializado de transporte que emplea proteinas transportadoras (TAP-I y TAP-II) serian
transportados al reticulo endoplasmico. Una vez alli, se asocian con las moléculas de MHC
clase I. Los péptidos de gran afinidad con su respectiva molécula de MHC | se estabilizan

y entrarian en la via secretoria, con lo que alcanzan la superficie celular, donde se
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acoplarian con el receptor de los LT (TcR) presentes en la superficie de los LT citotoxicos
CD8+ para inducir su activacion.

Estas células de la dermis podrian entrar en apoptosis por una respuesta citotoxica
de LT CD8, liberando péptidos antigénicos al espacio extracelular y serian tomados por las
CDs. Las proteinas exdgenas endocitadas o fagocitadas entrarian a la via endosomica y
en ella se degradan en pequefios péptidos de 12 a 25 aminoéacidos que luego se unen con
moléculas del MHC Il y se translocarian hacia la superficie de la célula, donde se
presentan y unen a los TcR en los LT helper CD4; y consecuentemente se produciria su
activacion y expansion.

De esta forma, la unién del complejo MHC-péptido y TcR en las CPA y LT,
respectivamente provee la denominada sefial 1 de la activacion de los LT. Sin embargo,
esta sefial 1 es insuficiente para generar una buena respuesta inmunitaria y es necesaria
una segunda sefal para completar la activaciéon de los LT CD4+ y CD8+. La sefial 2 se
induce mediante las moléculas coestimuladoras presentes en la superficie de las CPA (en
su mayor parte CDs). Con anterioridad, las CDs requieren una sefial para su activacion
inicial y maduracion; esta sefial llamada sefial 0, o sefal de alarma, la estaria
proporcionando las citoquinas inflamatorias secretadas como consecuencia de la accién
del adyuvante quimico. El resultado de la sefial 0 es la sobreexpresiéon de moléculas del
MHC y coestimuladoras en su superficie, lo que favorece después el proceso de
presentaciéon de antigeno (sefial 1). En esta etapa, las CD activadas cambian su
morfologia y perfil de expresion de receptores para quimoquinas, dejan la periferia y
migran hacia los ganglios linfaticos donde participan en la activacion de LT y LB inmaduros

Posteriormente a la etapa de activacion se iniciaria la etapa efectora; los LT
activados dejan los ganglios linfaticos hacia la periferia y siguen un gradiente de
gquimioquinas y tras la unién de sus TcR con los antigenos expresados en el contexto de
MHC apropiado comienzan su etapa efectora mediante la secrecion de interleuquinas con
actividad antiviral como el INFy (LT CD4), sustancias citotoxicas como las perforinas (LT
CD8). Los LT activados, se diferencirian ademas en LT de memoria.

Por otro lado, los LB naive se activarian al unirse, mediante su receptor (BcR), con
los antigenos que sintetizan y secretan las células que se transfectaron en la inmunizacion
con el ADN o los que se liberan por apoptosis de estas células. Con posterioridad, los LB
activados cambian de isotipo; las secuencias que codifican a la regién variable de las
inmunoglobulinas sufren hipermutacion y los clones con un receptor con mayor afinidad
por el antigeno se seleccionan y expanden. Los LB se diferenciarian en células de
memoria o células plasmaticas; estas Ultimas pueden: a) continuar la sintesis de acs o b)
establecerse en la medula ésea y continuar también la produccion de acs; por lo tanto, es

posible encontrar acs presentes en el suero y mucosas por largos periodos.
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Por otra parte, las células de las dermis serian transfectadas con los plasmidos que
codifican para CD40L en la forma de transmembrana. Esta molécula coestimulatoria
interactuaria con CD40 expresada en CDs y LB, incrementando la expansion y la
supervivencia de los LT, B y CDs; ademas induciria la produccion de acs y el switching de
los mismos.

A su vez, la IL15 secretada por las células de la dermis transfectadas in vivo con los
plasmidos plIL15 seria liberada localmente y trasportada por el torrente sanguineo. Esta
citoquina estimularia la proliferaciéon de los LT y B, activaria a las células NK; estimularia la
diferenciacion de los LB y a la amplificacién de los LT de memoria. Ademas, la presencia
del adyuvante polimérico incrementaria la transfeccion in vivo de las células en el sitio de
inyeccién y reclutaria células proinfalmatorias (Fig. 44).

De acuerdo a los resultados obtenidos se ha demostrado que la vacunacion génica
utilizando los plasmidos pP y pIL15 adicionados con el adyuvante ESSAI 95201 (Ady101)
es eficaz para desencadenar una respuesta inmune que estimularia la activacion de LT
CD4 en un perfil Thl con la secrecion de IFNy capaz de incrementar el porcentaje de
animales protegidos contra el VFA. El efecto antiviral del IFNy puede ser por una accion
directa o indirecta sobre las células efectoras del sistema inmune Asimismo, se ha
observado que el IFNy promueve la activacion de células NK y MO, que pueden contribuir
a controlar la replicacion y propagacién del VFA. Por lo tanto, esta citoquina estaria
activando a las células NK, MO y también a los LT CD8. El incremento de las poblaciones
de LB, LT y de los neutréfilos podria deberse a que la IL15 podria ademas de estar
activando células por medio de IFNy, estimulando la proliferacion de las poblaciones. Los
neutrdéfilos disminuyen con el tiempo, pero como citamos previamente secretan citoquinas
y proteinas derivadas de granulos que cumple una funcién relevante en el reclutamiento de
otras poblaciones celulares como los MO y los LT CD4 y T CD8. Luego a los 10 dpv,
cuando se realizaria el desafio con VFA via intraperitoneal, los MO que se encuentran en
el peritoneo se unirian al complejo anticuerpo-virus para opzonofagocitar el virus, como lo
observado por el trabajo previamente citado de Quattrocchi (Quattrocchi et al 2011).
Ademas los linfocitos y las células NK podrian estar produciendo IFNy, que estaria
actuando de forma indirecta, activando a los MO. El virus que no seria eliminado en el
peritoneo, ingresaria al pancreas, en donde se ha observado en trabajos previos que es el
sitio de duplicacién viral (Ferndndez et al., 1989). En el pancreas actuarian los mismos
mecanismos inmunoldgicos que en el peritoneo. Ademas, en este compartimiento el IFNy
también actuaria de forma directa, evitando que las células pancreéticas sean infectadas
por el virus. Por otro lado, las células que llegarian a ser infectadas, serian eliminadas por
LT CD8 y por las células NK con el mecanismo de citotoxicidad mediada por acs.
Asimismo, en el trabajo previamente citado de Toka, se observd que la citotoxicidad de las

células NK de porcinos contra células SK6 infectadas con VFA podrian estar
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incrementadas por la IL15 (Toka et al 2009). A su vez, en el trabajo de Xiao Wang, se

observa que la incorporacion IL15 a una vacuna génica que codifica para VP1, incrementa

la respuesta citotoxica de los LT CD8 en ratones inmunizados (Wang et al 2008).
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Fig 44. Presentacién antigénica por las CDs y respuesta inmune humoral y celular luego de la
inmunizacion intradérmica. A) El plasmido pP se transfectarian in vivo en las células de la dermis y las
CDs. Luego, dentro de las células este plasmido expresaria el antigeno intracelular y éste posteriormente
seria procesado y presentado en MHC |. B) Las células transfectadas in vivo con el tiempo podrian entrar
en apoptosis por la accién de los LT CD8, liberando los antigenos. Posteriormente, los mismos serian
tomados por las CDs y procesados para ser presentados en MHC Il. C) Las CDs por via sistémica irian
hacia el ganglio linfatico mas cercano y presentarian los antigenos a LT CD8 por medio del MHC |. Luego,
estas células se diferenciarian en los LT CD8 efectores y de memoria que viajarian via sistémica hacia
todo el cuerpo D) Otras CDs que también llegarian al ganglio linfatico, presentaran los antigenos a los LT
CD4 por medio del MHC Il. Esta presentacion activaria a los LT CD4, que de acuerdo al contexto de
citoquinas, podrian diferenciarse a T Helper, secretar citoquinas y colaborar con los LB para la produccion
de acs. A su vez, también se producen los LT CD4 de memoria. F) Los LB naive activados por el
reconocimiento de antigenos liberados por CDs apoptéticas encontradas en el ganglio linfatico, se
diferenciarian en plasmocitos y LB de memoria G) El plasmido pCD40L se transfectaria in vivo en las
células de la dermis y CDs, expresando CD40L. El CD40L se uniria a CD40, la cual es expresada en CDs
y LB, incrementando la expansion y la supervivencia de los LT, LB y CDs; ademas aumentaria la
produccion de acs y el switching de los mismos. H) El pIL15 se transfectaria en las CDs y las células de
las dermis, secretando IL15. Esta citoquina estimularia la proliferacién de los LT y LB, activando a las
células NK y a la diferenciacion de los LB. Asimismo interviene en la amplificacion de los LT de memoria I)
El adyuvante polimérico incrementaria la transfeccion en el sitio de inyeccién y reclutaria células
proinfalmatorias. Modelo hipotético de proteccion de los ratones vacunados con pP+CD40L+Ady101
y pP+plL15+Ady101 I) En el grupo pP+pCD40L+Ady101 se ve un incremento en la produccion de IFNy
en el bazo y en el grupo pP+plL15+Ady101 ademas del incremento del IFNy en el bazo, también se
observa un incremento en las poblaciones que esta citoquina estimula, como los LT, LB y células NK. J)
Estas poblaciones y el IFNy se dispersan via sistémica. K) Al desafiar a los ratones el virus entra al
organismo por el peritoneo. Alli se encuentran, las células NK, los MO, los LT y B incrementados asi como
los acs inducidos por la inmunizacién L) Los MO que estan en el peritoneo actuarian uniéndose al
complejo virus-acs, activando el mecanismo de opzonofagocitosis. Asimismo, los LT y B y las células NK
producirian IFNy, el cual tiene una actividad antiviral. M) El virus que no es eliminado ingresaria al
pancreas a replicarse e infectaria a las células pancreéticas. En este érgano, también se activaria los
mismos mecanismos del peritoneo. Ademas, las células infectadas podrian ser eliminadas por los LT CD8
citotoxicos o por las células NK mediante el mecanismo de citotoxicidad mediada por acs.

En este trabajo se ha demostrado que los adyuvantes pCD40L e plIL15 incrementan
la respuesta inmune protectora inducida por una vacuna génica que codifica para pP.
Ademas, es la primera vez que utilizando un adyuvante molecular y un adyuvante quimico
en una vacuna génica sin un refuerzo con virus inactivo y utilizando una inoculacién no
dolorosa, como la inyeccion intradérmica en el modelo de raton BALB/c puede inducir una
respuesta protectora del 80% contra el VFA, que estaria relacionada con una incremento
en la respuesta celular. En trabajos previos en donde se inmunizaron ratones con vacunas
génicas, utilizando solo los adyuvantes moléculares como IL1 (Shao et al., 2005); IL2
(Zhang et al., 2008); IL6 o TNF alfa (Su et al., 2008); IL9 (Zou et al., 2010); IL18 (Xia
2007), IL15 ( Wang et al., 2008), OX40L (Xia et al., 2007) , CD40L (Xiu 2010), GMCSF
(Sedeh et al., 2012) y la conjuncién de varias citoquinas (Su et al., 2012); adyuvante
quimico (Jin et al., 2004) solo han logrado un incremento en la repuesta humoral y celular,
pero no una respuesta protectora del 80%. Por otro lado, cuando se ha logrado inducir una
respuesta protectora total se han utilizado métodos mas complejos y costosos que el
utilizado en el presente estudio como en el trabajo de Joyappa, en el que recubrian

nanoparticulas con el ADN (Joyappa et al., 2009) o el trabajo de Nammada en el que se
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asocio al ADN con particulas de quitosano y a una proteina de membrana de Salmonella
typhimurium, que se utilizé como ligando de TLR (Nanda RK et al., 2014).

Si bien en cerdos y ovinos (Niborski et al., 2006; Li et al., 2008) como ya hemos
mencionado se ha logrado inducir una proteccién total, en vacas solo se pudo inducir un
proteccion parcial utilizando el método de electroporacion, el cual es un método costoso y
doloroso para el animal, lo cual es complejo para implementar a campo. En bovinos se ha
logrado inducir proteccion frente al desafio viral, administrando por medio de la
electroporacién in vivo altas dosis de ADN de una vacuna génica que codifica para
P12A3C3D junto al gen del factor de crecimiento de MO, PEG, GM-CSF y un refuerzo con
VFA inactivo (Fowler et al., 2012).

Por otro lado, el enfoque de este trabajo puede proporcionar una mejor solucion para
el control de esta enfermedad que las otras alternativas de vacunacién contra el VFA
descriptas en este trabajo. Es un método seguro, a diferencia de las plataforma vacunal
que utilizan un vector viral, no presenta los riesgos asociados a las propiedades
replicativas, la reversion de la virulencia la estabilidad genética, la recombinacién con otros
virus o la inserccién del ADN del virus en algun lugar del genoma del animal y generar una
respuesta inmune primaria inducida por antigenos expresados por el vector (Ferreira et al.,
2005).

Asimismo, el desarrollo de vacunas a microorganismos vivos atenuadas contra VFA
ha tenido un éxito limitado debido a que la atenuacion sea incompleta y reversible y a que
la atenuacién sea efectiva en una especie y en la otra no. Por otro lado, este método es
mejor que las vacunas a proteinas ya que como las vacunas a VLPs requieren un proceso
de produccion y purificacion mas complejo y costoso que los utilizado para las vacunas

ADNSs producidas en bacterias.

Estrategias de tipo prime-and-boost heterélogo

Para mejorar la proteccion obtenida por el grupo pP+plL15+Ady101 y el grupo
pP+pCD40L+Ady101, se utiliz6 la estrategia de tipo prime-and-boost heterélogo.

Existen numerosos estudios que han reportado el efecto del prime-boost, utilizando
como prime a la vacuna génica y como boost o refuerzo a una proteina 0 una vacuna a
microorganismos muertos contra protozoo, bacterias o virus infecciosos. (Dunachie, S. J et
al., 2006; Larsen, D. et al., 2001; Davtyan et al., 2010; Vaine et al., 2010; Duke et al., 2007)

Asimismo, la vacuna de ADN ha sido considerada como un prime eficaz porque el
periodo de expresion es de larga duracion y porque induce inmunidad celular y / o humoral
(Ramshaw IA et al., 2000). En relacién al uso de los vectores virales no replicativos que
contiene el gen de interés que codifica el antigeno como refuerzo, se vio que pueden
aumentar la respuesta inmune, especialmente la respuesta inmune celular, infectando a

las células huésped y produciendo una proteina antigénica contra la infeccién dentro de las
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células huésped (Ramshaw IA et al., 2000). Por otro lado, cuando se utilizan vacunas a
microorganismos muertos que contienen patégenos enteros inactivados como refuerzo, no
soélo se logra incrementar la respuesta inmune al antigeno expresado por la vacuna con la
gque se estimulé al sistema inmune, sino que también puede inducir respuestas inmunes
contra antigenos adicionales (Larsen DL et al., 2001).

Ademas, como ya hemos descripto previamente en el trabajo de V. Fowler et al.,
2012, se ha demostrado por primera vez que los bovinos pueden ser clinicamente
protegidos contra el desafio del VFA siguiendo una estrategia de prime DNA-proteina, y
particularmente cuando la vacuna de ADN se combina con GM-CSF y administrado por
electroporacién. Por lo tanto, para mejorar la eficacia de la proteccion contra la infeccion
en los diferentes grupos estudiados, se reemplazo el ultimo refuerzo con VFAI y se
observo un incremento en la respuesta protectora de todas las vacunas génicas,
obteniendose un 100% de proteccion total para el grupo pP+plL15+Ady101 vy
pP+pCD40L+Ady101 y un 80% de proteccion total para el grupo pP.

Por otro lado, se utiliz6 esta estrategia, tomando como prime a las diferentes
formulaciones vacunales con 50 pg del vector pP y como refuerzo a una dosis
subimnuzante de VFA inactivo (VFAI). Se eligié esa dosis de ADN por que a pesar de que
no haber encontrado una buena respuesta inmune en ratones, ofrecia la posibilidad de
mejorarla con VFAI; ademas es una forma de disminuir los costos y los tiempos necesarios
para las formulaciones a gran escala.

En este trabajo, la incorporacion de un ultimo refuerzo con una dosis subimnunizante
de VFAi en los ratones vacunados con una menor dosis de pP junto con pIL15 o pCD40L y
el Adyl01 indujo una respuesta protectora en el 100 % de los animales del grupo
pP+pIL15+Ady y del 80 % en los ratones de los otros 2 grupos.

Ademas, se detectd un incremento en el nivel de acs especificos contra el virus. En
los animales que recibieron pP+plL15+Ady101 y pP+pCD40L+Ady101 estuvieron
aumentadas los acs isotipo IgM especificos contra VFA posiblemente debido a la
incorporacion de nuevos epitopes presentes en el VFAi. Asimismo, en el grupo
pP+plL15+Ady101 se encontraron aumentados los acs seroneutralizantes en forma
significativa con respecto al grupo pP, sin embargo el no haber logrado detectar estos acs
neutralizantes en los sueros de los ratones pP+pCD40L+Ady101 o pP podria estar
vinculado con el método seleccionado para su deteccién, en el cual se requiere que 100
DICT50% de VFA activo sean neutralizados. Tal vez si se utilizase el método suero fijo,
virus variable, se logrian detectar estos acs que seguramente son bajos.

Posteriormente, se analizé la avidez de estos sueros por el VFA, si bien superaron el
indice de avidez del 60%, vinculado con vacunas contra aftosa que inducen alta
proteccion, sorprendentemente se detecté un indice de avidez inferior al determinado en

los sueros de los animales que recibieron vacuna génica en mayor dosis sin el refuerzo de
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virus inactivo. Estos resultados, podian asociarse a la presencia de IgM en los sueros de
los animales que recibieron refuerzo con VFA inactivado subinmunizante.

Cuando se inmunizaron los ratones con 2 dosis de vacuna génica y el VFA
inactivado, se observo que la mejor respuesta protectora fue la obtenida por el grupo
pP+plL15+Ady101 con un 80% de proteccion. Por otro lado, en el bazo de los ratones
inmunizados con pP+plL15+Ady101, se observo un aumento en los LT CD4+ secretoras
de IFNO [J (datos no mostrados). Lo cual lleva a pensar que al igual que lo observado
anteriormente en los ratones pP+plL15+Ady101 (que solo recibieron una mayor dosis de
vacuna génica) hubo una estimulacion de la respuesta inmune celular que es importante
para la proteccion. Este efecto de sostener la respuesta protectora podria estar dado por la
presencia de IL15 sobre el pool de células de memoria. Esta molécula fue estudiada, ya
sea como un terapéutico o junto a una vacuna, para mejorar la proliferacién y longevidad
de los LT de memoria CD8+ o CD4+ a través de la regulacion de moléculas anti-
apoptdticas (Boyer et al., 2007;. Kutzler et al., 2005; Lin et al., 2005; Oh et al., 2008; Picker
et al., 2006; Zhang et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren, entonces, que en los grupos
inmunizados con la combinacion heteréloga, utilizando el esquema con 4 inoculaciones, el
mecanismo de proteccion podria ser el de los acs seroneutalizantes. Ademas, se ha
visualizado un incremento de IgM en el grupo pP+pIL15+Ady101 con respecto al grupo pP.
Por lo cual, estos acs seroneutralizantes podrian ser IgM. Este resultado, se puede
comparar con los datos obtenidos en el trabajo de Pega J et al., 2013, en el que vieron una
correlacion entre el pico de las IgM con una fuerte disminucion en la deteccion del ARN
viral en la sangre a los 5 dias post infeccién, lo cual apoya el papel de IgM como elemento
critico para controlar y eliminar la infecciéon viral en los bovinos. Ademas, vieron que una
gran proporcion de la actividad neutralizante observada en los sueros de estos bovinos
infectados a los 5 y 6 dias después de la infeccién se debi6 a los acs del VFA-IgM
especifica. Por otro lado, cuando se disminuye una inoculacion de ADN, la proteccion del
grupo pP+plL15+Ady 101, podria ser debido a un mecanismo de la respuesta inmune

celular.
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CONCLUSIONES

Las vacunas génicas que utilizan pVP1l ya sea en su forma citoplasmética o
secretada no inducen una buena inmunidad contra VFA.

La incorporacién de los genes CD40L y RANKL en el mismo vector de expresion
de VP1c no lograron mejorar la respuesta inmune humoral y protectora inducida en
los ratones inmunizados con la vacuna génica.

Si bien la incorporacién de pCD40L a la vacuna génica que contiene pVP1s logré
mejorar la respuesta inmune humoral, en relacion a la respuesta protectora, luego
del desafio viral solo se redujo el titulo de virus en sangre.

La incorporacién de pCD40L, pIL15 o el adyuvante quimico ESSAI 95201 (Ady101)
por separado a la vacuna génica pP no logré mejorar la respuesta inmune humoral
y protectora inducida por la vacuna génica pP. Solo la incorporacion de CD40L
logré disminuir el titulo de virus en sangre.

La incorporacion de pCD40L o pL15 junto al Ady101 a la vacuna génica pP, logré
mejorar la respuesta protectora, se indujé una proteccion total en el 80% de los
ratones vacunados con pP+pIL15+Ady101 y en el 60 % de los ratones que
recibieron pP+pCD40L+Ady101. Los adyuvantes moleculares junto con el
adyuvante quimico no lograron incrementar la respuesta inmune humoral inducida
por la vacuna génica pP.

v' Los sueros de los ratones inmunizados con las formulaciones vacunales que
incluyeron a pP, presentaron un indice de avidez similar a los obtenidos con
vacunas comerciales que han generado proteccién en ratones frente a un desafio
viral.

v' La incorporaciéon de pCD40L en la vacuna pP+pCD40L+Ady101 logré incrementar
la produccion de IFNy, aun cuando no incremento los LT, LB y la produccion de

acs.
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La incorporaciéon de pIL15 en la formulacién vacunal pP+plL15+Ady101 no solo
indujo la secrecién de IFNy, sino también una expansion celular en los bazos de los
animales inmunizados indicando una clara activacion de las células
inmunocompetentes. La IL15 actué como una citoquina proliferativa, estimulando
un incremento en las poblaciones de LT, LB, células Natural Killer (NK),
macréfagos (MO) y neutrdfilos.

Se logré mejorar la respuesta protectora de las vacunas génicas, reemplazando el
altimo refuerzo con una dosis subinmunizante de VFAIi logrando el 100 % de
proteccion en el grupo pP+plL15+Ady101 y en el grupo pP +pCD40L+ Ady101 y un
80% en el grupo pP. Por lo cual, se evidencié una respuesta inmune de memoria
generada por la vacuna génica que estaria acompafada por una respuesta inmune
primaria hacia nuevos epitopes presentes en el virus.

Cuando se realizaron diferentes esquemas de vacunacion, en los cuales se
disminuyeron las inmunizaciones con una dosis baja de vacuna génica y un ultimo
refuerzo con una dosis subinmunizante de VFAIi, se logré inducir la mejor
respuesta protectora en el grupo pP+plL15+Ady101 ya que se manifestd esta

respuesta en los diferentes esquemas.
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