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I. INTRODUCCION

I.1. Virus de la fiebre aftosa

El virus de la fiebre aftosa (VFA), unico miembro del género aphtovirus dentro de la
familia Picornaviridae, es el agente causal de una de las enfermedades virales mas devastadoras
de las especies domésticas productoras de alimentos, debido a su amplia distribucion y extrema

contagiosidad (16, 159).

Existen 7 tipos serologicos determinados por la técnica de fijacion de complemento: A,

O, C, SAT1, SAT2, SAT3 y Asial y cerca de 67 subtipos incluidos en estos 7 tipos (16).

I.1.1. Caracteristicas generales de los Picornavirus

La familia Picornaviridae incluye a virus con genoma ARN (+) infeccioso de cadena
simple, pequefios, poliédricos y sin envoltura, que se caracterizan por ser importantes

patogenos para el hombre y numerosos animales de interés ganadero.

Esta familia de virus es usualmente dividida en 4 géneros y un grupo no clasificado (50,

114):

.- enterovirus: poliomielitis, hepatitis A, cocksakie, echovirus en humanos, enterovirus

en amimales y poliovirus en raton.
.- rinovirus: rinovirus humanos y bovinos.
.- cardiovirus: mengovirus y el virus de la encefalomiocarditis.
.- aphtovirus: virus de la fiebre aftosa.

.- no clasificados: rinovirus equino y virus de insectos.
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Estos grupos se diferencian por sus propiedades fisicoquimicas y serologicas, como
también por caracteristicas propias de la infeccion que producen en los hospedadores

susceptibles.

Cada género es a su vez subdividido en tipos y subtipos mediante la caracterizacién de

sus antigenos (Ags) de superficie (50, 157).
Como propiedades generales de los Picornavirus se destacan:

1.- Capside viral compuesta por 60 copias de cada una de las proteinas virales
estructurales. Estas proteinas poseen una estructura tridimensional que se encuentra muy

canservada en todos los miembros de la familia (1).

2.- Genoma consistente de una unica molécula de ARN (+) infeccioso tanto "in vivo"

como "in vitro" (3, 48).

3.- Traduccion del ARN viral en una poliproteina cuyo procesamiento, producido en

varias etapas, da lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del virus (93, 102).

4.- Replicacion det ARN incluyendo sintesis de una cadena de ARN (-) complementaria
al ARN viral, a través de un intermediario replicativo que puede ser aislado de células
infectadas. El complejo de replicacion esta asociado a la membrana celular e incluye a la

polimerasa viral y al ARN que es utilizado como templado (93, 161).

I.1.2. Caracteristicas morfolégicas del VFA

E!l VF A consiste de una capside desnuda de 30 nm de diametro. Tiene un peso molecular
de aproximadamente 7x106 daltons y contiene un genoma de cerca de 8500 nucleotidos (16).

Su composicion quimica es de un 30% ARN y un 69% proteinas (152).
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La capside viral esta compuesta por 60 copias de cada una de 4 proteinas designadas
VP1, VP2, VP3y VP4 (50) producidas por clivaje post-traduccional de un precursor comin
(158). La estructura tridimensional del VFA ha sido determinada recientemente por
cristalografia de rayos X y, en comun con otros picornavirus, se observa claramente que las
caracteristicas superficiales del virus estan dadas por residuos de aminoacidos (aa) de VP1,
VP2 y VP3 mientras que la proteina VP4 es completamente interna (1). VP1, VP2 y VP3 tienen
una masa molecular de aproximadamente 24000 daltons mientras que 1a de VP4 es de 7000
daltons (29). El virién posee una simetria icosaédrica 5:3:2. A su vez, cada cara del icosaedro
esta formada por 5 trimeros de VP1, VP2 y VP3 (170, 171). La particula viral contiene también

1 6 2 copias de la proteina precursora VPO no clivada (176).

El virién intacto tiene un coeficiente de sedimentacion de 146 Svedvergs (particula
146S). La particula 146S es facilmente disociable, por tratamiento a pH < 7, en subunidades
virales 12S (153), que corresponden a pentameros de VP1, VP2 y VP3, y un precipitado

insoluble que contiene a VP4 (39).

Existe, ademas, otro tipo de particula viral luego de la infeccién con un coeficiente de
sedimentacion de 75S que corresponde a la capside vacia. Es un producto naturalmente

defectivo que contiene VP1, VP3y VPO pero no contiene ARN (176).

El tratamiento con tripsina de virus tipo A u O purificados resulta en el clivaje de VP1
con una consecuente pérdida de infectividad, de inmunogenicidad (184) y de la habilidad del
virus de interactuar con su receptor celular en la célula intacta (24). Estos datos indicarian que
VP1 es la proteina que posee los determinantes antigénicos principales del VFA asi como la

proteina involucrada en el reconocimiento del receptor en la célula blanco (79).

Como otros picornavirus, el VFA posee una cadena simple de ARN positivo de
aproximadamente 8500 nucledtidos con una pequefia proteina, VPg, covalentemente unida a su

extremo 5', un segmento interno de poli(C) cerca del extremo S' y una secuencia poli(A) en su
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extremo 3' (16, 157). La masa malecular de ARN es aproximadamente de 2,8x 106 daltons yla
infectividad del ARN libre es 105 veces menar que la del virus intacto (64).

I1.1.3. Ciclo biosintético del VFA

El ciclo infectivo del VFA es un proceso rapido que culmina en aproximadamente 2
horas y media. La infeccion en cultivos celulares comienza con la adsorcién, proceso
reversible cuya etapa inicial esta gobernada por fuerzas electrostaticas, siendo requerida la
presencia de cationes bivalentes (Ca2*, Mg2+) sin los cuales el fenémeno no ocurre (34). La
replicacion y el ensamblado ocurren en el citoplasma de la célula hospedadora y el virus es

liberado por lisis celular (153).

Existen pocos reportes de aislamiento o identificacién de receptores. En cultivos de
células de rifion de cerdo se encontraron entre 30 y 100 receptores por célula (34). Por otra
parte estudios realizados en células de rifion de hamster bebé (BHK-21) demostraron la
existencia de 1 a 2,5x10% receptores virales por célula para los virus tipo A12y O1 (23). Los
mismos autores indicaron que los virus tipo A, O y C pueden utilizar al menos algunos

receptores comunes.

La penetracion dentro de la célula hospedadora parece ser dependiente de la
disponibilidad de energia ya que no ocurre en células muertas adn cuando el virus permanece
adsorbido a su superficie (34). El mecanismo propuesto para el ingreso del genoma viral en el
citoplasma celular es la endocitosis mediada por el receptor. Se ha demostrado que el pH acido
de 1as vesiculas prelisosomales (endosomas) proporcionan el medio necesario para la ruptura
del virus en subunidades proteicas 12S, dejando el ARN genémico libre para iniciar su

replicacion (43, 44).
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El genoma viral liberado al citoplasma se une a los ribosomas y demas proteinas de la
magquinaria biosintética de la célula hospedadora. La traduccion del ARN comienza en su

extremo 5' resultando en una poliproteina que es rapidamente procesada (12).

El evento traduccional da lugar a 4 productos primarios en direccion 5'- 3': i) la
poliproteina P88 (precursora de todas las proteinas estructurales del virus); ii) la proteina P52
(que es posteriormente clivada para dar la proteina P100quien a su vez es precursora de VPg),

iil) una proteasa y iv) la enzima ARN polimerasa ARN dependiente (93).

La replicacion del ARN viral involucra la sintesis de una cadena complementaria de
polaridad negativa (-) que es utilizada para amplificar el mimero de cadenas de ARN (+). El
proceso de replicacion tiene lugar por medio de la formacion de un intermediario replicativo

campuesto por cadenas de ARN (+) y ARN (-) asociado al reticulo endoplasmatico liso (139).

La entrada de la molécula de ARN en la procapside (particula vacia) resulta en la
formacion del provirion, de este modo se protege al genoma viral de la accion de nucleasas
(77). La formacion del virion maduro de 146S involucra el clivaje de casi la totalidad de
cadenas VPO para dar VP2 y VP4, lo que conlleva al reordenamiento de la capside viral y

constituye el tltimo paso de la maduracion viral (152).

En células de rifion bovino infectadas con alta multiplicidad de infeccion (MOI), 1a fase
de eclipse dura de 100 a 110 minutos (143), comenzando a detectarse virus extracelular a los
150 minutos post-infeccion. Aunque probablemente las particulas virales alcanzan el espacio
extracelular como resuitado de una lisis mecanica de las células infectadas (152), existe cierta
evidencia de una liberacion prelitica del virus a través de vesiculas citoplasmaticas que emergen

de células infectadas (188).
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1.1.4. Caracteristicas antigénicas e inmunogénicas del VFA

El primer analisis antigénico de Ia estructura del VFA mostro que sueros de animales
vacunados o infectados con VFA reconocen 2 componentes en las preparaciones de VFA
purificado: i) viriones 146S y i1) subunidades 12S. S6lo los anticuerpos (Acs) anti-146S son
tipo especificos ya que las particulas 12S reaccionan con antisueros heterotipicos (36).
Algunos epitopes son compartidos por ambas particulas ya que la actividad anti-146S de un

suero se ve disminuida cuando éste es adsorbido previamente con particulas 12S (54).

La primer idea de que sélo la particula 146S induce la produccion de anticuerpos
neutralizantes (AN) (35) fue desafiada por el hecho de que cerdos y bovinos inmunizados con
subunidades proteicas 12S emulsificadas en adyuvante oleoso resistian la infeccion con el

virus homologo (128).

El primer esfuerzo de identificacion de epitopes inmunodominantes en particulas del
VFA fue la demostracion de que el tratamiento enzimatico del virus altera su reactividad
antigénica (21). Sin embargo preparaciones del virus tipo A12 tripsinizado, conteniendo
péptidos VP1a y VP1b en mayor proporcion que VP1 intacta, fueron capaces de inducir
aproximadamente la misma respuesta de Ac anti-virus en cobayos que el virus sin tratamiento.
Asimismo una mezcla aislada de fragmentos de VP1 en cobayos indujo una fuerte respuesta de
AN demostrando la existencia de un epitope tripsina resistente funcional en estado intacto (17).
Estos datos preliminares sostienen que VP1 tiene un predominante rol inmunogénico y por otra
parte que posee varios epitopes protectivos. Entonces VP1 seria la Unica de las 4 proteinas
estructurales del virus capaz de inducir la produccion de AN y protectores al ser administrada

en forma purificada en animales (122, 137).

Los epitopes virales lineales se han localizados en la mitad carboxiterminal de VP1, ya
que fragmentos de esta zona obtenidos por diferentes métodos (clivaje con agentes quiniicos,

péptidos sintéticos) también inducen AN (66, 140).
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En particular se ha identificado un estrecho segmento dentro de VP1, comprendido entre
los residuos aminoacidicos 140-160, que contiene los epitopes mas importantes para la
induccion de AN. Una segunda region ubicada en el extremo carboxiterminal (residuos 200-
213) también ha sido implicada en este proceso, pero su potencialidad antigénica es menor (68,

140).

Recientemente, investigaciones llevadas a cabo con anticuerpos monoclonales (AM) han

determinado la existencia de otros epitopes sobre VP2 y VP3 (25, 104, 172).

I.1.5. Respuesta inmune de ratones al VFA

Los ratones adultos no son susceptibles a la infeccién natural pero pueden ser
experimentalmente infectados (55, 168, 169); luego de la inoculacion intraperitoneal (i.p.) de
un alto numero de particulas virales, los ratones manifiestan una infeccion subclinica que
involucra replicacion viral principalmente en células pancreaticas acompaiiada de una viremia
durante 72 hs post-infeccion (76). A partir del momento en que se detecta un aumento
significativo de AN, se observa una rapida disminucion del virus en sangre y organos hasta su
desaparicion total. Esta relacion entre AN y desaparicién de viremia se ve confirmada por la
correlacién entre el retraso en la aparicion de ANy la prolongacion de 1a viremia en animales
irradiados e infectados y luego reconstituidos con células inmunocompetentes de ratones

inmunizados con virus activo (31).

El rol de las células T en la respuesta inmune al VFA en bovinos no ha sido estudiado en
profundidad (179), sin embargo se han realizado estudios en animales de experimentacion
como cobayos (82, 107) y ratones (47). Estos sugieren que el sistema de células T cumple un
papel importante en los mecanismos de defensa contra el VFA, particularmente en el
establecimiento de memoria inmunolégica. Se ha determinado que las células T no son

necesarias en la eliminacion viral y que células B purificadas de ratones infectados son capaces
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de abortar la viremia en ratones singeneicos previamente irradiados e infectados. Mas aun,
ratones congénitamente atimicos nu/numostraron el mismo patron de infeccion viral que sus

hermanos eutimicos nu/+ (30).

En ratones, la comparacion de la respuesta al VFA activo e inactivado demuestra que el
VFA activo induce inmunidad protectora de por vida, mientras que el VFA inactivado en dosis
bajas (0, lpg) 1o hace por un periodo de tiempo muy breve. Asimismo, la fuerte inmunidad

inducida por la infeccion viral parece no ser el resultado de persistencia viral (112).

También se ha demostrado que la respuesta inmune inducida por la infeccion
experimental o por inmunizaciéon con altas dosis de VFA inactivado (10pug) es similar,
pudiendo linfocitos B provenientes de estos animales eliminar la infecion en receptores
inmunodeprimidos, sin intervencion de linfocitos T. Por lo contrario, la respuesta a la
infeccion mediada por células sensibilizadas con bajas dosis de virus inactivado (0,1ug) es

eficiente s6lo cuando las células T son especificamente sensibilizadas (141).

1.2. Fiebre Aftosa

La Fiebre Aftosa (FA) es una de las enfermedades del ganado doméstico que mayores

dafios econdmicos causa en el mundo.

1.2.1. La enfermedad producida por el VFA

El VFA es el agente causal de la FA, enfermedad que afecta principalmente a animales de

pezuiia hendida, en particular, ganado porcino, bovino, ovino y caprino (15, 138, 157).

La mortalidad debida al VFA, con excepcion de animales jovenes, es usualmente

insignificante. Sin embargo el alto grado de morbilidad y subsecuente debilitacion, la pérdida
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de productividad y las lesiones asociadas a infecciones secundarias hacen de la FA un

problema importante para los productores ganaderos e industrias relacionadas (128).

En 1897 Loeffler y Frosch (111) lograron demostrar que 1a FA es causada por un virus
filtrable; pero el registro mas antiguo de esta enfermedad corresponde a la observacion de un
brote de una enfermedad en bovinos, ocurrido en Italia en 1546, con idénticos signos clinicos

a los que presenta la FA (80).

La FA es una enfermedad aguda, febril y muy contagiosa. El virus se transmite entre los
ammales por diversos mecamismos, por ejemplo por contacto directo, especialmente durante 1a
fase febril temprana cuando el virus se encuentra en la mayoria de los 6rganos, secreciones y
excreciones (40, 52). Asimismo, pajaros y vientos han sido implicados en el transporte de
virus desde largas distancias en Europa (163) y también se ha informado sobre la capacidad

potencial de contagio de la enfermedad por virus presente en el aire (160).

El virus penetra por via respiratoria o a traveés de los epitelios de boca y nariz y luego de
un corto periodo de incubacion (1 a 4 dias), se desarrollan aftas primarias en la zona de
entrada. Posteriormente el virus invade el torrente sanguineo dando lugar a una viremia con
acceso febril elevado acompaiiado de aftas secundarias, acentuadas en pezuiias, lengua y
paladar. En animales jovenes el miocardio puede verse afectado y en algunos casos provoca su

muerte (15).

Las lesiones caracteristicas de la FA en la boca y lengua (llagas) resultan en una
reduccion en la alimentacion, mientras que las lesiones en los espacios interdigitales y en el
rodete coronario de las patas provocan la casi total inmovilidad de los animales (51). Como
consecuencia de estos procesos el rendimiento econémico de los animales enfermos puede

disminuir hasta en un 25%.

En los animales infectados se eleva el nivel de AN circulantes y el virus desaparece del

torrente sanguineo, pero no necesariamente de los tejidos.
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Transcurrida la fase aguda, los animales pueden convertirse en portadores del VFA,

aislandose virus de las secreciones esofagofaringeas por largos periodos (14, 88, 150).

La duracion del estado portador varia segun los informes y pareceria depender del tipo
viral utilizado en la infeccion. Burrows determiné que la persistencia es de 15 meses en

bovinos y de 4 meses en ovinos (40).

Sadir y colaboradores (156) detectaron virus en bovinos hasta los 3 meses post-infeccion
en liquido esofagofaringeo por infectividad, luego del tratamiento del material extraido con
triclorotrifluoroetano para disociar complejos inmunes. Sin embargo utilizando una sonda

molecular en estos animales se detectd ARN viral hasta los 560 dias post-infeccién (150).

En animales infectados persistentemente con VFA (3 se detectaron variaciones en la
secuencia nucleotidica del ARN viral que se correlacionaron con cambios de antigenicidad
detectables por AM (88). Estos cambios en la antigenicidad debidos a la presion selectiva del
sistema inmune del hospedador portador y la alta tasa de mutacion del VFA (144) podrian ser

las causas de la aparicion de nuevos subtipos en la naturaleza (72).

1.2.2. Distribucién geografica del VFA y medidas de control

La FA representa una enfermedad de amplia distribucién geogréafica, siendo enzottica en
todos los continentes con excepcion de Australia, Nueva Zelanda, Japon, Islas Britanicas y el

hemisferio oeste desde el norte de Panama (129).

A través de los afios los brotes de FA en estas areas libres de la enfermedad han sido
erradicados por medio del rifle sanitario con la consecuente matanza de los animales infectados
y expuestos (51). Aun cuando estos procedimientos son muy costosos, los perjuicios que

acarrea la FA endémica justifican tal inversion (115).
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La mayoria de los paises en los cuales la enfermedad es enzootica o que estan expuestos
repetidamente a contaminaciones provenientes del exterior, procuran controlar los brotes con
medidas de cuarentena y de vacunacion. Las areas afectadas son puestas en cuarentena y se
procede inmediatamente a la vacunacion de todos los animales susceptibles en una ancha zona
de proteccion (38). Un método que combina el sacrificio de los animales infectados con la
vacunacion zonal alrededor del foco infeccioso se practica en algunos paises como Dinamarca
y también fue utilizado para suprimir el extenso brote que ocurri6 en México de 1946 a 1953

(15).

En los paises de la Comunidad Econémica Europea se suspendié la vacunacion
antiaftosa en junio de 1991, luego del éxito alcanzado en el control de la enfermedad. En
Ameérica del Sur se realizan campaiias de vacunacion que cubren entre el 80 y et 90 % de los

rumiantes existentes en la mayoria de las areas bajo programa.

En paises como Argentina donde la enfermedad es endémica, el control se realiza
mediante la inmunizacion preventiva de todo el ganado y el seguimiento epidemiologico de
cualquier foco de la enfermedad. Generalmente existen "nidos" de infeccién en areas de cria
extensiva con alto porcentaje de ammales portadares. A ésto se suma el nacimiento de terneros
que incorporan al medio nuevos animales susceptibles y la existencia de una fauna silvestre
que incrementa la dotacion de reservorios. Cuando se produce una ruptura de inmunidad en
estas zonas, los animales son mantenidos en cuarentena y se vacuna sistematicamente a todos

los animales susceptibles que circundan el area (45).

1.3. Vacunas contra el VFA

La gran mayoria de las vacunas contra el VFA se basan en la utilizacion de virus

inactivado (22).
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1.3.1. Vacunas en uso

Es necesario que se cumplan 3 requerimientos cruciales para la produccion de vacunas a
virus inactivado; en primer lugar se debe dispaner de Ag viral en alta concentracion y cantidad
suficiente para permitir la produccion de vacunas en gran escala; en segundo lugar, la
preparacion viral debe ser inactivada de forma total y en tercer lugar se debe agregar un
adyuvante que estimule, evitando efectos toxicos, la respuesta inmune del animal hasta los

niveles de proteccion deseados.

El VFA puede obtenerse de epitelio lingual de bovinos infectados en alta concentracion y
cantidades suficientes como para comenzar a producir vacunas (174, 178). El virus asi
obtenido fue la Gnica fuente de Ag viral hasta principios de la década del '50 cuando Frenkel
desarrollo el sistema que lleva su nombre: una vacuna basada en la produccion en gran escala
de Ag "in vitro" en epitelio lingual bovino (83). Este método fue rapidamente aplicado en
Francia (90), en Argentina (149) y también algunos laboratorios europeos introdujeron esta

tecnologia, permitiendo la implementacion de programas de vacunacion.

En la década del '60 se desarrollaron métodos de produccioén de virus basados en
cultivos primarios de células (173) y cultivos de lineas celulares como BHK-21 (165), que san
los mas utilizados actualmente. No obstante en algunos paises se continua utilizando el método
Frenkel. Las lineas celulares IBRS2 (células de rifion de cerdo) (63), HmLu (células de
puimon de hamster) (166) y NIL-2 (células de embrion de hamster) (65) también fueron
adaptadas al crecimiento en suspension y son todas eficientes productoras del VFA. Hasta el
momento la ultima, conocida también como IFFA3, y BHK-21 son ampliamente utilizadas

para la produccion de vacunas (75).

Vallée y colaboradores (174), en la década del ‘20, indicaron que el VFA puede ser
inactivado con formaldehido sin perder su capacidad inmunizante. Sin embargo se demostro

que la inactivacion con formaldehido es un proceso no lineal, existiendo el riesgo de que
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persista una fraccion de virus residual no inactivado (37). Puede ocurrir tanto la permanencia

de infeccion residual como la pérdida de potencialidad inmunizante de la preparacian.

Otros procedimientos de inactivacion utilizan aziridinas, como acetiletilenimina (37),
etilenimina y propilenimina (18), que resultan menos riesgosos que aquellos basados en el uso
de formaldehido. La inactivacion es rapida con una cinética de primer orden que permite

extrapolar y predecir la seguridad del proceso.

Las aziridinas son altamente toxicas, lo que previene su uso; afortunadamente el
bromhidrato de bromoetilenamina (BEA), que es relativamente no peligroso, puede

sustituirias.

La potencial presencia de actividad viral residual es testeada por inoculacién de cultivos
de células altamente susceptibles, por ejemplo, BHK-21 (10) o células de tiroides fetal bovina

(142).

Comercialmente, s6lo 3 adyuvantes son utilizados para la elaboracion de vacunas
antiaftosa: hidroxido de aluminio, saponina y emulsion oleosa; las primeras dos son conocidas
como vacunas acuosas Yy la tercera como vacuna oleosa, como las desarrolladas por Freund

(85) donde el Ag es emulsificado en un aceite mineral (22).

Las primeras vacunas monovalentes acuosas tenian un volumen por dosis de 60 ml con
50% de gel de hidroxido de aluminio. Finalmente se pudo preparar potentes vacunas
trivalentes, con una dosis de 5 mi, en cultivo Frenkel, para lo cual el complejo Ag-hidroxido
de aluminio se concentraba y a él se le agregaba saponina purificada (QuilA 1mg/dosis) (84).

Esta vacuna indujo altos niveles de AN en bovinos (20).

La vacuna de hidroxido de aluminio resultdo menos efectiva en cerdos (133, 175). Sin
embargo agregando 0,5 gr de dietilaminoetildextrano por dosis a la formulacion, la proteccion

en cerdos fue suficiente (187).
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Investigadores daneses obtuvieron una mejor proteccion en cerdos emulsificando el Ag
en aceite mineral (adyuvante de Freund) (123). Otros investigadores encontraron que los
bovinos también resultaban eficientemente protegidos con este tipo de vacunas (120). Se
obtuvo una respuesta inmune més intensa y mas duradera comparada con la vacuna acuosa.
Los bovinos, sin embargo, desarrollaron reacciones adversas en el sitio de inoculacion frente a
la vacunacion intramuscular (i.m.) (119). Las reacciones resultaron menos severas y
comparables con aquellas observadas con vacunas acuosas cuando la administracién en
bovinos fue subcutanea y el volumen de la dosis reducida (121). Si se utiliza el Ag
concentrado purificado, el volumen de la dosis se puede reducir a 0,1 ml y no se observan

reacciones adversas (11, 127).

1.3.2. Vacunas experimentales

El progreso en la produccién de vacunas antiaftosa esta dirigido hacia el logro de
vacunas mas eficientes en cuanto a la inmunidad conferida, mas estables y sin efectos

colaterales adversos.

1.3.2.1. Vacunas formuladas con adyuvantes

Se ha ensayado el poder adyuvante de diferentes sustancias para la elaboracion de
vacunas antiaftosa, ya sea con Ag viral convencional (virus inactivado) o con diferentes

peéptidos.

Knudsen (106) efectu6 estudios de respuesta vacunal en cobayos con el VFA tipo A12
(1pg) adicionado con 0,001 a 10 mg de avridine (amina lipoidal sintética) vehiculizado en
salucién intralipidica o en buffer fosfato salino (PBS). La proteccion contra el desafio viral fue

maxima y los niveles de Ac fueron elevados acorde a la cantidad de avridine utilizada; sin
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embargo se observaron sedimentos del adyuvante al utilizarlo en PBS. Por otra parte se
hicieron pruebas preliminares sobre la accion de 1a avridine en vacunas antiaftosa para bovinos

con resultados satisfactorios (155).

Vasantha y colaboradores (177) estudiaron la respuesta de cobayos a vacunas preparadas
con la proteina VP1 (100pg/dosis) o con viriones completos (Spg/dosis) de los VFA tipo Asial
y O encapsulados en liposomas (vesiculas de bicapa fosfalipidica). Cuando el Ag fue el VFA
tipo O (tanto VP1 como el virion) los animales mostraron titulos de AN semejantes a aquellos
de animales vacunados con los mismos Ags en adyuvante completo de Freund (ACF) hasta 50
dias post-vacunacion (d.p.v.); mientras que cuando el Ag fue el VFA tipo Asial sélo
respondieron los cobayos estimulados con la formulaciéon que incluia al virién intacto.
Asimismo, cerdos vacunados con el viridon completo (20pg/dosis) encapsulados en liposomas
mantuvieron un alto nivel de Ac hasta el dia 150 y 56 post-vacunacion (p.v.) para los VFA tipo
O y Asial respectivamente. La ventaja de la nueva formulacion fue que no se presentaron
lesiones granulomatosas en el sitio de inyeccién, contrariamente a lo observado con la

formulaciéon oleosa (ACF).

Los liposomas también han sido probados con péptidos sintéticos (82). Cobayos
vacunados 2 veces con 30pg de péptido correspondiente a la region aminoacidica 141-160 de
la proteina VP1 del VFA tipo O1K incorporado a liposomas mostraron actividad neutralizaate
asociada a presencia de Ac anti-virus y Ac anti-péptido; fenomeno que no ocurri6 luego de la

primovacunacion con dicho inmunégeno.

Un péptido sintético representando el fragmento 141-160 de VPt del VFA, fue
polimerizado o copolimerizado con muramildipéptido-Lys (MDP; N-acetil-muramil-L-alanil-D-
isoglutamina) e inyectado en ratones vehicutizado en PBS y tuvo capacidad de inducir Ac hasta

el dia 70 p.v. luego de 2 revacunaciones (58).



Introduccion 16

Péptidos correspondientes a la region aminoacidica 144-159 de VP1 del VFA también
fueron incorporados a vacunas cuya formulacién incluyé ISCOMs (complejos
inmunoestimulantes) preformados del virus influenza (1 y 3 pg de conjugado/dosis). Las
vacunas asi preparadas se analizaron en ratones. Luego de la 28 vacunacion se obtuvieron Ac

en nivel considerable pero insuficiente para conferir proteccion (113).

Recientemente Wiesmiller y colaboradores (183) describieron el uso de vacunas a
péptidos que consistian en un activador sintético de células B y macrofagos (P3CSS;
tripalmitoil-S-giceril-cisteinil-seril-serina) covalentemente unido a un epitope T de VP1 del
VFA tipo O1K (secuencia aminoacidica 135-154). La vacuna resultante fue capaz de proteger

cobayos frente a la infeccion con virus homoélogo.

1.3.2.2. Vacunas biosintéticas

El uso como Ag vacunal de la proteina VP1, de fragmentos de ésta expresados en
bacterias u otros sistemas (29, 60, 108) ha encontrado grandes dificultades, entre las que se
pueden citar la necesidad de administrar mayor cantidad de Ag vacunal para lograr respuesta o
la induccion de altos titulos de AN pero poco protectores. Estos problemas de
inmunogenicidad podrian deberse a la ausencia de algunos epitopes lumorales y/o celulares

requeridos para la induccion de proteccion (69).

Para lograr presentar el péptido en una configuracion que fuera una mimica de aquella
que, se asume, tiene en el virus nativo, se expresé como proteina de fusién uniéndolo al
extremo amino terminal de f3-galactosidasa (32, 186). Esta proteina de fusion se expreso6
satisfactoriamente en E. cols, pero el producto no resulté mas inmunogénico que el péptido
solo o unido a keyhole limpet haemocyanin (KLH), en tanto que la misma proteina de fusién

conteniendo dimeros o trimeros del péptido result6 efectiva (33).
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Uno de los mejores resultados se ha conseguido por medio del uso de una proteina de
fusion, expresada en el virus vaccinia, comrespondiente a los aa 142-160 de VP1 del VFA tipo
O1K junto con la proteina del "core" del virus de la hepatitis B (46). La capacidad de esta

proteina de fusion de producir AN en cobayos fue comparable a la del virion completo.

Agterberg y colaboradores (2) construyeron hibridos con la proteina phoE de la
membrana externa de E. cali y diferentes combinaciones de secuencias de VP1 del VFA tipo
A10 (aa 200-207; 141-153; 141-160) en plasmidos. Solo 1a construccién proteina phoE -aa
200-207-aa 141-160 result6 buen inmunégeno logrando inducir AN.

Recientemente Kitson y colaboradores (103) han construido recombinantes de poliovirus
con diferentes secuencias correspondientes a sitios antigénicos del VFA. Recuperaron virus
viable de 4 plasmidos en los cuales parte de la proteina VP1 del poliovirus tipot Sabin fue
reemplazada por secuencias derivadas de la proteina VP1 del VFA tipo O1K (residuos 141-
154; 147-156; 140-160 y 40-49). Una de estas quimeras (la que contenia la secuencia 140-
160) fue neutralizada por Ac especificos anti-aftosa y, ademas, fue capaz de inducir proteccion

contra el desafio viral en cobayos.

1.3.2.3. Vacunas a péptidos sintéticos

En 1982 los epitopes secuenciales de VPt del VFA fueron descriptos por primera vez
(167).

Péptidos, correspondientes a estos epitopes, fueron acoplados a proteinas carriers como
KLH para estimular la respuesta inmune. Los péptidos correspondientes a los fragmentos 200-

213y 140-160 indujeron AN y protegieron cobayos frente al desafio viral (27, 140).

Francis y colaboradores (81) han demostrado que ratones no sensibles a la inmunizacion

con el péptido 141-160 de VP1 son capaces de reconocer este péptido cuando va acompaiado
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de un epitope T de ovoalbumina o mioglobina de ballena de esperma. Asimismo, tanto la
actividad de las células T como la de los linfocitos B de memoria se inducian sélo cuando el

péptdo 141-160 contenia una cisteina adicional en su extremo carboxilo terminal (81).

Con el objeto de mejorar la inmunogenicidad de los péptidos sintéticos se han realizado
construcciones tendientes a mimetizar la conformacion nativa de los aa 135-160 de VPi

uniendo dicha region a los aa 200-213 de VP1 (66, 68).

Los experimentos en bovinos siempre han sido desalentadores. Los mejores resultados
fueron obtenidos con péptidos correspondientes a las regiones 141-158 y 200-213 de VP1 del
VFA tipo Ot covalentemente unidos entre ellos. Los péptidos, sin proteina carrier adicional,
fueron emulsificados en adyuvante inmcompleto de Freund (AIF). Bovinos que recibieron 5
mg de péptido, o que fueron vacunados 2 veces con cantidades menores, desarrollaron altos

niveles de AN; sin embargo no se obtuvo proteccion total contra el desafio (66).

Si bien los resultados de las pruebas de inmunidad han revelado que las vacunas a
péptidos deben contener de 100 a 1000 veces mas cantidad de Ag que las vacunas
convencionales para producir una respuesta semejante, el desarrollo de una vacuna a péptidos
eficiente brindaria la disponibilidad de un producto estable, resistente a condiciones adversas,

de composicion definida y sin riesgo de infectividad residual.

1.4. Adyuvantes

En una primera definicién, Ramén en 1926 (146), sostuvo que un adyuvante era
cualquier sustancia que, agregada junto a un Ag especifico en una vacuna, incrementaba los
niveles de inmunidad por sobre los desarrollados por la vacuna formulada sélo con el Ag.
Actualmente esta definicion se ve ampliada para incluir cualquier sustancia que actua por un
lado sobre un hapteno o un Ag aumentando sus propiedades inmunogénicas, o, por otro lado,

sobre las células comprometidas en la respuesta inmune (98).
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El desarrollo de los adyuvantes fue hasta hace poco bastante empirico. Se encontraron
muchas sustancias capaces de modular la respuesta inmune. Estos componentes son
notablemente diversos, tanto en su composicion como en su mecanismo de accion, lo cual

dificulta su clasificacion.

I.4.1. Modos de accion

La literatura indica que hay sustancias de diferente naturaleza con propiedades
adyuvantes, sin embargo no existe unificaciéon en 1o que concierne a su modo de accién. Los
adyuvantes pueden actuar a nivel del Ag o sobre las células del hospedador involucradas en la

respuesta inmune.

I1.4.1.1. Accién de los adyuvantes sobre el Ag

I.-Modificaciones conformacionales: Existen sustancias adyuvantes que pueden
modificar al Ag por cambios estructurales o alterando su carga eléctrica (98). Los adyuvantes
oleosos o las bases alquilicas pueden inducir este tipo de modificaciones en Ags proteicos. Se
demostr6 también que aumentando la hidrofobicidad de un Ag se incrementaba la respuesta

mediada por células (49).

2.-Transformacion de haptenos: Varias sustancias adyuvantes pueden transformar
haptenos no inmunogénicos en inmunogeénicos. Es aceptado que un inmuné6geno consta de una
porcion antigénica (hapteno) y una segunda porcion adyuvante (98). Los inmunégenos
potentes poseen esta parte adyuvante intrinsecamente, pero con el desarrollo de nuevas
vacunas sintéticas el componente adyuvante intrinseco puede no existir, de alli la necesidad de
agregarselo (71). Se pueden anexar cadenas hidrofébicas a proteinas por acilacion, lo que trae

aparejado un aumento de la agregacion molecular y de la adherencia celular. La tendencia de las
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moléculas a agregarse y a adherirse a superficies celulares canfiere ventajas inmunogénicas, no
solo porque los agregados de proteinas son inmunogénicos mas que tolerogénicos, sino
también porque las proteinas unidas a macrofagos son mas estimulantes del sistema inmune
que libres en solucion (95). Esto se logra, por ejemplo, con conjugados proteinas-acidos

grasos o con liposomas.

3.-Desnaturalizacion o particularizacion de Ags: Algunas sustancias con poder
adyuvante pueden inducir la desnaturalizaciéon o particularizacion de Ags, y los Ags
desnaturalizados se asocian facilmente a membranas de macrofagos o células dendriticas de
nodulos linfoides o bazo. Esto podria facilitar la presentacian del Ag a linfocitos (5). Ciertos
Ags pueden desnaturalizarse por emulsificacion o particularizarse por adsorcion en aluminio,

bentonita u otras particulas.

1.4.1.2. Accio6n de los adyuvantes sobre el hospedador

1.-Liberacion lenta del Ag: Este es el mecanismo mas preconizado para todos aquellos
adyuvantes denominados genéricamente de deposicion (91). La continua liberacion de
pequefias cantidades de Ag semejaria una suerte de reestimulos, lo que induciria memoria
inmunolé6gica. Actuan asi, principalmente, las sales de aluminio y las emulsiones agua en

aceite (5, 26).

2.-"Trapping" linfocitario : Este fenomeno consiste en la migracion selectiva de
linfocitos circulantes hacia un 6rgano linfoide en especial. La importancia del “trapping”
linfocitario reside en que el Ag se pone en contacto con una mayor cantidad de células
inmunocompetentes, lo que trae aparejado un aumento en la probabilidad de que ocurra la
activacion de aguellos linfocitos capaces de reconocer especificamente al Ag que se inocula
junto con el adyuvaate. Se comprobo que la célula "target" o blanco para la induccién de este

fenomeno es el macrofago (86) que, estimulado, liberaria monoquinas que, directa o
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indirectamente (por la estimulacion de linfocitos con la consiguiente liberacion de linfoquinas),
produciria un efecto quimiotactico sobre los linfocitos circulantes y su acumulacién en un sitio
determinado. Este mecanismo es inducido por adyuvantes tales como el ACF y

Corynebactenium parvum entre otros (109).

3.-Modificacion de membranas celulares: Muchos adyuvantes son agentes activantes de
superficie, contienen partes lipo e hidrofilicas separadas. Pueden actuar para unir Ag a
membrana celular y pueden facilitar el contacto y tal vez la formacion de puentes temporarios
entre células colaboradoras, como macrofagos y linfocitos (71, 87). Facilitan la liberacion de
linfo y monoquinas. Varios agentes que se sabe que dafian las membranas lisosomales tienen
un marcado efecto adyuvante. Esta propiedad la poseen endotoxinas, saponinas y Vitamina A

(retinol) entre otros.

4.-Accion sobre las células involucradas en la respuesta inmune: Los adyuvantes
pueden actuar sobre las células involucradas en la respuesta inmune. Estas células incluyen
macrofagos fijos y en circulacion, células de Langerhan, células dendriticas, linfocitos T y sus
subpoblaciones (helper, supresores, citotoxicos y efectores), células plasmaticas, células
natural killer, killer, otras células de procesos inflamatorios (neutrdfilos, basofilos,
eosinofilos) y a todas las variedades de linfocitos B (71). Un unico tipo celular puede, por
accion de un adyuvante, comportarse diferencialmente, cambiar receptores de superficie o
liberar mediadores quimicos (71). La célula blanco para la mayoria de los adyuvantes es el
macrofago. Muchos adyuvantes afectan estas células alterando la produccion de nucleotidos
ciclicos. Tanto la proliferacion de macroéfagos y linfocitos como la activacion de macrofagos
esta promovida por GMPc y antagonizada por AMPc (94). Adyuvantes como lipopolisacandos
(LPS) y ACF pueden estimular la expresion de glicoproteinas codificadas por genes del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) que deben ser reconocidas conjuntamente con
el Ag para que se produzca la interaccion entre macrofagos y linfocitos T (180). Se acepta que
el MDP y analogos con actividad adyuvante inducen la produccion de interleuquina (IL) - 1 por
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células mononucleares de sangre periférica humana (136). La avridine puede actuar como

cofactor de linfoquinas o inducir la produccian de IL-1 (97).

5.-Modificacion de la clase o subclase de inmunoglobulinas (Igs) producidos: Las
diferentes clases de Igs tienen diferentes funciones; Igs de clase G pasan del compartimento
vascular al extravascular mas facilmente que los de clase M y sélo los primeros se transfieren a
través de la placenta a fetos o por calostro a animales recién nacidos. Igs de algunos isotipos
activan eficientemente el complemento, se unen a receptores de gran afinidad en monocitos y
actuan sinérgicamente con cé¢lulas efectoras cuya actividad citotoxica es dependiente de Acs.
Por ejemplo Acs IgG2a confieren mejor proteccion contra tumores que Acs de otros isotipos
(99). Esta misma subclase de Acs también esta involucrada en la proteccién contra varios
agentes infecciosos (182). Adyuvantes como el ACF, producen mayores niveles de I[gGique
de IgG2en cobayos, mientras que con el AIF se logra lo inverso (5). La mayoria de los LPSs
inducen predominantemente IgGl en raton (101); sin embargo Karch y Nixdorff (100)
reportaron que aumentando el largo de la cadena de polisacaridos del LPS se aumenta la

respuesta IgG2.

1.4.2. Efectos indeseados de los adyuvantes

Reacciones en el sitio de inyeccion : La primer complicacion del uso de adyuvantes es
el dafio agudo o subagudo del tejido en el sitio de inyeccion o una reaccion granulomatosa
posterior. Muchos adyuvantes activadores de superficie producen dafio tisular. Un ensayo
conveniente es la medicion del nivel de creatina fosfoquinasa en circulacion luego de la
inyeccion i.m. (42). Los granulomas pueden ser evaluados por examinacion histologica a

diferentes tiempos p.v. o midiendo enzimas leucociticas luego de la inoculacién i.m.(62).

Pirogenicidad : Un segundo efecto indeseable de los adyuvantes es la pirogenicidad.

Algunos adyuvantes como el MDP o los LPSs son pirogénicos; sin embargo, algunos de los
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analogos sintéticos del MDP, incluyendo al murabutido (59) y el N-acetilmuramil-L-treonil-D-
isoglutamina ([Thr]-MDP) (6) son potentes adyuvantes con reducida pirogenicidad comparada
con la producida por el MDP (181). Los derivados monofosforiles del lipido A de LPS

retienen su actividad adyuvante con reducida pirogenicidad (147).

Uveitis anterior : El sindrome de Reiter, un complejo que incluye uveitis anterior,
artritis y uretritis, puede ocurrir en algunos individuos cuando estan expuestos a pequefias
cantidades de productos bacterianos o aun cuando toman ciertas drogas como levamisol. Este
sindrome también se puede producir por la inyeccién i.m. de 1 mg de un analogo del MDP en
humanos. Sin embargo existen otros analogos del MDP con potente poder adyuvante con baja
pirogenicidad y con baja capacidad de producir uveitis. El analogo lipofilico del MDP
muramiltripéptido-fosfatidil-etanolamina (MTP-PE) resulto gran inductor de uveitis (181), mas

aun administrado en liposomas.

Artritis : Et MDP y algunos de sus derivados pueden producir artritis adyuvante en
ratas (131). Entre 130 analogos de MDP probados [Thr]-MDP mostré la mayor independencia

del poder adyuvante con los efectos indeseados.

1.4.3. Adyuvantes utilizados en este trabajo

Avridine : La avridine es una amina lipoidal sintética que se caracteriza por ser
inductora de interferoén (IFN). Induce 1a produccion de IL-1, estimula la respuesta humoral y
se cree que promueve la proliferacion de células linfoides (154). Admimstrada oral o
entéricamente en ratones y ratas, la avridine produce un importante incremento en la inmumdad
mucosa especifica (151). Se sabe que la avridine no actaa directamente sobre los linfocitos B
para causar una respuesta humoral policlonal (97). Agregando la droga a células natural killer
de bazo de ratas se logr6 mayor capacidad para matar células blanco tumorales (97) y se

interpreta como evidencia de la accion del IFN. Estudios in vivo de este adyuvante mostraron
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migracion de leucocitos al sitio de inoculacion y expansion de nodulos linfoides regionales. La
actividad proliferativa de linfocitos B y T observada sugiere que la droga causa expansion de
clones inmunoreactivos (8, 9). Por otra parte este adyuvante activa a macrofagos para la

secrecion de IFN (134).

Lipopolisacaridos: El LPS es una sustancia con poder adyuvante extraida de la pared
celular de bacterias Gram negativas. Sus propiedades antigénicas radicarian en su habilidad de
estimular la produccion y la liberacion de monoquinas por los macroéfagos (180), también
actuan aumentando o inhibiendo la expresion del Ag del CMH de clase 2 Ia (190). Es un
mitégeno policlonal de células B (89), pero también puede estimular 1a inmunidad mediada por
células (135). Se postula que las propiedades biologicas del LPS, incluyendo su efecto
adyuvante, residen en el lipido A (61). El LPS estimula también la produccian de IFN y activa
Complemento por ambas vias (clasica y alterna). El LPS de Brucellz abortus es,
contrariamente al de E. coli, poco pirogénico, no es letalmente toxico para conejos o embriones
de pollo y no induce reaccion de Schwartman (110). Por otra parte el LPS de Brucella abortus
es letalmente toxico para ratones C3H/Hel y es activador policlonal y mitogeno para las células
de bazo de esta cepa de ratones (126). Este comportamiento diferencial podria deberse a la
composicion del lipido A que se caracteriza por poseer una relativamente larga cadena de
acidos grasos saturados y no saturados, la presencia de acido lactobacilico, pequefia cantidad
de acidos grasos hidroxilados, ausencia de acido 3-OH miristico y proporciones de acidos
grasos unidos a ésteres y grupos amida diferentes a aquellos encontrados en el lipido A de E.
coli . E1 LPS de Brucelia abortus fue totalmente inactivo en ratones nude y C3H/HeJ, lo que
separa claramente la capacidad del LPS de actuar como mitogeno de células B y activador
policlonal de su actividad adyuvante (126). La célula blanco de accion del LPS para inducir
respuesta de Acs positiva a serolbumina bovina (BSA) es la célula T (7). Especificamente en
este trabajo utilizamos el LPS de Brucella ovis el cual no ha sido probado como adyuvante

hasta el momento y no da reaccion cruzada can Brucells abortus
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Pared celular de Mycobacterium : Durante afios se ha conocido a Mycobacterium por
causar tanto estimulacion (ACF, Bacillus Calmette Guerin (BCG)) como depresion
(tuberculosis, leprosis) del sistema inmune. Hasta hace poco tiempo fue complicado y
problematico utilizar las propiedades estimulantes de productos biolégicos derivados de
Mycobacterium evitando los efectos nocivos de los mismos. La seleccion y mejoramiento
progresivo de cepas de Mycobacterium no patogénicas, junto con el desarrollo de técnicas de
crecimiento y extraccion, pueden basicamente eliminar estos efectos colaterales (Vetrepharm
Inc. London, Canad4). Fragmentos de pared celular de Mycobactersum (PCM) administrados
a animales no causan reacciones anafilacticas, no interfieren con la prueba de derivado de
proteina purificada (PPD) para tuberculosis y la frecuencia de reacciones localizadas es de
1:1000. Estudios realizados con PCM han demostrado que este producto tiene actividad
antitumoral y moduladora del sistema inmune. Emulsiones de PCM pueden activar monocitos
y macrofagos (4). El estudio bioquimico de PCM mostré que esta compuesto por altas
concentraciones de MDP, dimicolato de trehalosa (TDM) y trimicolato de trehalosa, sustancias

conocidas como potentes estimulantes del sistema inmune (4).
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II. OBJETIVO

La infeccion por VFA induce inmunidad por 1o menos durante 18 meses (57, 156) y se
caracteriza por producir altostitulos de AN. Sin embargo ninguna de las vacunas actualmente

disponibles confiere mas de unos pocos meses de proteccion (159).

Son conocidos los problemas y riesgos que causa el uso de vacunas a virus vivo o
atenuado, sobre todo el peligro potencial de generar infecciones persistentes o transmisibles.
Es por ello que se prefiere utilizar vacunas a virus inactivado o elaboradas con fracciones

antigénicas del agente infeccioso, siendo necesario vacunar en forma bi o trianual.

Es aqui donde surge la necesidad de utilizar adyuvantes, sustancias que especifica o

inespecificamente potencian la accion de una vacuna.

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de obtener informacion sobre la influencia en la
duracion de inmunidad contra el VFA y el mecanismo de accion de diferentes adyuvantes como

moduladores en la respuesta inmune a dicho agente en un modelo murino experimental.

Para cumplir el propoésito general propuesto se debi6 alcanzar primero los siguientes

objetivos parciales:

1.- Definir la dosis minima inmunizante (DMI) del VF A inactivado y purificado (VIP) en

el modelo murino.

2.- Determinar y comparar la duracién de inmunidad al VFA conferida por las diferentes

formulaciones elaboradas.

3.- Identificar las poblaciones celulares inmunocompetentes involucradas en la memoria

inmunologica estimuladas por los diferentes adyuvantes.

4.- Determinar las subclases de IgG inducidas por los diferentes adyuvantes.
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Los resultados obtenidos podran ser utilizados para un estudio posterior en el
hospedador natural bovino, con el objetivo de, luego de la etapa experimental, aportar nuevos

elementos para la elaboracion de vacunas con mayor poder inmunogénico.

El disefio experimental utilizado consistio en :
.- Inmunizacién de ratones can diferentes cantidades de VIP.
.- Inmunizacion de ratones con la DMI presentada en diferentes formulaciones.

.- Determinacion del Indice seroneutralizante (ISN) a lo largo del tiempo en ratones

normales y atimicos inmunizados con las diferentes vacunas.
.- Desafio de los ratones vacunados.

.- Reconstitucion de animales inmunodeprimidos e infectados con diferentes poblaciones

celulares de bazo provenientes de ratones singeneicos inmunizados con las diferentes vacunas.

.- Evaluacion de las subclases de IgG inducidas por las diferentes formulacianes.
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ITII. MATERIALES Y METODOS

III.1. Ratones

Se utilizaron ratones lactantes y adultos de la cepa endocriada BALB/c de 60-90 dias de
edad provenientes del bioterio de INTA-Castelar y ratones cepa NIH nu/nu(atimicos) y nu/+
(eutimicos) de 60-90 dias de edad provistos por la Comision Nacional de Energia Atomico

(CNEA).

I11.2. Virus

Se utilizé VFA subtipo O1 Campos obtenido de epitelio lingual bovino y 2 pasajes
posteriores en células BHK-21, perteneciente al cepario de INTA. Este se encuentra
almacenado en el banco de nitrogeno liquido del CICV-INTA-Castelar. Su titulo es de 1075

dosts infectante raton lactante 50% (DIRLS0%)/ml.

I11.3. Obtenciéon de virus

A partir del virus semilla (punto 2), se multiplico el virus en frascos rotantes con
monocapa de células BHK-21 realizando infecciones cortas, con alta MOI. Se inoculé 0,1 m1
del virus semilla, se adsorbi6 por una hora a 37°C y luego del agregado de medio MEM
suplementado con 10% de triptosa fosfato se dej6 progresar la infeccion durante 5 horas para
congelar a -20°C inmediatamente. A las 12 horas se descongelaron, se ajusto el pHa 7,4 y se
centrifugé a 6000 revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 30' a 4°C para eliminar los restos
celulares. Del sobrenadante se separaron alicuotas para su titulacion por fijacion de

complemento y por infectividad en raton lactante.
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I11.4. Inactivacioén de virus

El virus asi obtenido se inactivo usando bromuro de etilenimina (BEI)(19). Brevemente:
se agregO a la suspension viral BEI 0,1M al 1%. Se mantuvo durante 24 horas a 37°C en
agitacion permanente. El inactivante excedente se neutralizo con tiosulfato de sodio 0,1M al
1%. Se dejo reposar por 48 horas a 4°C y luego se centrifugo por 30' a4°C a 6000 r.p.m..
Por ultimo se titul6 el virus inactivado por fijacion de complemento 50% (FC'50%) y se realizo
el control de inocuidad en 100 ratones lactantes para descartar posible presencia de virus
infectivo residual. El titulo viral previo a la inactivacion fue siempre mayor a 10754 DIRL50%
y de 1/128 por FC'50%; luego de la inactivacion el titulo por FC's0% fue de 1/64 y el control de

inocudad resulto negativo al virus.

II1.5. Purificacién de virus

El virus inactivado se concentro con polietilenglicol 6000 al 7%. Se centrifugé a
6000 r.p.m. durante 60' a 4°C; el pellet se resuspendié en Tris CINa; se clarifico 30' a
6000 r.p.m. y el sobrenadante se centrifugé a 15000 r.p.m. durante 17 horas a 4°C. Este
material se resuspendio6 en Tris CINa y se mantuvo en nitrégeno hasta su purificacion a través
de un gradiente preparativo de sacarosa 10-30% p/v (25000 r.p.m., 10°C, 215'). La masa
virica obtenida se midi6 por absorbancia a 259nm (Monesigtio, comunicacion personal). El
material asi obtenido fue utilizado para determinar la DMI y elaborar las vacunas con los
diferentes inmunomoduladores. Para la inmunizacién i.p. de los animales con diferentes dosis

de VIP éste se diluy6 en PBS.
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IT1.6. Adyuvantes utilizados

Se utilizaron tres adyuvantes comparandolos con las formulaciones convencionales
(hidroxido de Aluminio y emulsion oleosa): Avridine (N,N dioctadecil-N'N'bis [2-hidroxietil]
propanediamina) (Pfizer Inc. Brasil); Extracto de pared celular de Micobacteria (PCM)
(Vetrepharm Inc. London, Canada) y Lipopolisacarido (LPS) extraido de Brucella ovis
(gentileza del Dr. Carlos Suarez).

II1.7.- Formulacién de las diferentes vacunas

Se formularon 11 vacunas (tabla 1): La vacuna | es el control de dosis-respuesta al VIP,
conteniendo 0, 1pg VIP/dosis diluidos en PBS pH 7.5; 1a vacuna 2 es agua en aceite (W-O)
formula INTA (1:1) conteniendo el Ag (0,1pg VIP/dosis) en la fase acuosa (148); la vacuna 3
es la formulacion convencional hidroxido de aluminio conteniendo 0, 1pg VIP/dosis (148); la
vacuna 4 es emulsion W-O (1:1) conteniendo 1mg/dosis de avridine. Por ser ésta insoluble en
solventes acuosos fue disuelta en etanol previo a ser agregada a la fase oleosa de la emulsion
como fue descripto previamente (134), y 0,1pg VIP/dosis en la fase acuosa; la vacuna 5 es
emulsion aceite en agua (O-W) (1:1) utilizando aceite de soja y arlacel C conteniendo
Img/dosis de avridine en la fase oleosa y 0,1 pgVIP/dosis en la fase acuosa; la vacuna 6 es
emulsion W-O (1:1) conteniendo 10ug PCM y 0, 1ng VIP/dosis en la fase acuosa; la vacuna 7
es hidroxido de aluminio conteniendo 10ug PCM y 0,1pg VIP/dosis en la fase acuosa, la
vacuna 8 es el control de PCM, contiene 10ug PCM y 0, 1ng VIP/dosis en PBS; la vacuna 9 es
emulsion W-O (1:1) conteniendo 20ug LPS y 0,1pg VIP/dosis en la fase acuosa; la vacuna 10
es hidroxido de aluminio conteniendo 20ug LPS y 0,1pg VIP/dosis en la fase acuosa y la

vacuna 11 esel control LPS, contiene 20ug LPSy 0,1pug VIP/dosis en PBS.

En todos los casos el volumen de inoculo fue de 0,2ml de vacuna por via i.p.
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Vacuna Formulacién Inmunomodulador

1 PBS _

2 Oleoso _

3 Hidréxido _

4 Oleoso Avridine
5 Oleoso invertido Avridine
6 Oleoso PCM

7 Hidréxido PCM

8 PBS PCM

9 Oleoso LPS
10 Hidré6xido LPS
11 PBS LPS

Todas las vacunas fueron formuladas para contener 0, 1pg de VIP/dosis.
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III. 8. Extraccion de sangre; obtenciéon de plasma

Los ratones adultos fueron anestesiados con éter y luego sangrados por el seno
retroorbital. La sangre fue recogida en tubos heparinizados. La sangre heparinizada se
centrifugo por 5' a 1500 r.p.m. a4°C. El plasma sobrenadante se recogio con micropipeta y se

guard6 en viales a -20°C hasta el momento de su uso.

II1.9. Titulaciones

1) Titulacion de virus: se inocularon ratones lactantes i.m. con diluciones en base 10 del

virus puro para calcular la dosis letal 50% (164).

i1) Titulacién de AN: Se empleo el método suero fijo - virus variable para determinar el
ISN (56); se realizaron diluciones en base 10 de un stock de virus O1 Campos de titulo
conocido. Las diluciones de virus se mezclaron en partes iguales con plasma inactivado (30’ a
56°C) y diluido 1/5. La mezcla se incub6 por 60' a 37°C y a 4°C por 30'. Los ratones lactantes

fueron inoculados i.m. con 0,05ml de esta mezcla. EI ISN se determin6 por la formula:

ISN = Titulo virus - Titulo mezcla plasma-virus

II1.10. Duraci6n de inmunidad

Los ratones adultos vacunados fueron sangrados 7, 30, 60, 90, 120, 150, 180y 210

d.p.v. y se determino el ISN de cada muestra de plasma obtenida.
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III.11. Desafio viral

Los ratones vacunados fueron descargados con 104 DIRL50% de VFA cepa O1 Campos
por via i.p. 210 d.p.v. Veinticuatro horas después se sangraron los animales. La sangre se
diluyo 1/5 en PBS pH 7,2 y se inocul6 en ratones lactantes para determinar presencia de virus.
Los ratones lactantes muertos fueron tipificados por la técnica de FC'50%. Como indicador de

proteccion se utilizo la presencia o ausencia de viremia.

ITII.12. Obtencién de Acs anti-Thy

Se inyectaron 107 células del hibridoma N°99 productor de IgM anti-Thy litico (ATCC)
por via i.p. a ratones que habian sido previamente inoculados por la misma via con 0,2ml de
pristane (SIGMA). Se recogio posteriormente liquido ascitico de los ratones tratados y se
congelo a -20°C. El liquido ascitico se purifico por precipitacion con sulfato de amonio al 50%.
El precipitado se dializo contra PBS pH 8 hasta la eliminacion del sulfato de amonio
remanente. La pureza de la fraccion obtenida se determiné por electroforesis. El suero asi
purificado se titulo por lisis producida en células de timo de raton mediada por complemento.

La lisis celular se determiné por la técnica de exclusion con colorante azul tripan.

II1.13. Caracterizacion de poblaciones celulares

La pureza de las poblaciones celulares B y T fue determinada por inmunofluorescencia
directa. Para células B se utiliz6 un suero anti-Ig de raton (GIBCO) y para células T un suero
monoclonal anti-Thy (MILES-YEDA) ambos acoplados a isotiocianato de fluoresceina.
Brevemente, 250000 células, suspendidas en S0pl de PBS pH 7,2 con 10% de albumina
bovina (Sigma) y 0,15% de azida sodica (PAA), se enfrentaron con igual volumen de una

dilucian 1/50 del suero correspondiente por 60' a 4°C agitando cada 15'. Se lavaron las células



Materiales y Métodos 34

por centrifugacion a 1200 r.p.m. durante 5' 4 veces y finalmente se resuspendio en 0,2ml de
PAA'y se observo al microscopio con luz ultravioleta. Se contaron 100 células por muestra en

luz visible y las fluorescentes correspondientes. La pureza se expresé como:

%pureza = (Ceélulas fluorescentes x 100)/100

IT1. 14. Preparacién de suspensiones celulares

Los bazos de los animales fueron macerados entre dos portaobjetos esmerilados y las
células resuspendidas en medio 199 5% suero PEG y luego contadas en medio con azul tripan

para determinar su viabilidad.

Para la obtencion de células B, un total de 200 x 10 células totales de bazo se incubaron
durante 60" a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2 en un volumen de 10m! por caja de Petri.
Luego de la incubacién se recogi6 el sobrenadante y se lavo una vez por centrifugado a
1200 r.p.m.. Estas células no adherentes fueron tratadas con suero monoclonal anti-Thy litico
mas complemento de cobayo e incubadas 30' a 37°C. Al finalizar la reaccion se lavaron las

células por centrifugado y se contaron en presencia de azul tripan para determinar viabilidad.

Para la obtencion de células T, un total de 400 x 105 células totales de bazo se incubaron
en columna de lana de nylon durante 60' a 37°C. Las células eluidas fueron tratadas con suero
de conejo anti-Ig de raté6n litico mas complemento de cobayo e incubadas 30' a 37°C. Al
finalizar la reaccion se lavaron las células por centrifugado y se contaron en presencia de azul

tripan para determinar viabilidad.

Posteriormente se caracterizaron las células tratadas frente a sueros anti-Ig y anti-Thy
conjugados con fluoresceina para determinar el grado de pureza de la suspension obtenida. La

contaminacion de las células B con células Thy+ fue siempre menor al 4% y la pureza de los



Materiales y Métodos 35

linfocitos B fue siempre mayor al 95%. La contaminacion de la poblacion T con células B fue

siempre menor al 6% y la pureza de los linfocitos T fue siempre mayor al 93%.

IT1.15. Inmunodepresién

Los animales adultos se irradiaron con una fuente de 200kv 14mA, perteneciente a la
CNEA. La dosis utilizada fue de 600rads por ratén que es la dosis letal 50% en los ratones

Balb/c utilizados en estos experimentos, determinada previamente en nuestro laboratorio (30).

II1.16. Recoastitucion de animales irradiados

Ratones adultos Balb/c fueron irradiados, luego desafiados con 104 DIRLS0% por via
i.p. y por ultimo reconstituidos con 107 células de bazo totales, B purificadas o con 5 x 106
células T mas 5 x 106 células B provenientes de dadares inmunizados previamente o virgenes
como controles. A partir del dia 5 post-reconstitucion (p.r.) y hasta el dia 13 p.r. 2 animales
por grupo reconstituido fueron sangrados a blanco, determinada la existencia de virus en

sangre por inoculacion en raton lactante y calculado su ISN.

II1.17. Test de ELISA

Los diferentes isotipos de Igs obtenidos luego de la vacunacion con las diferentes
formulaciones se determinaron por medio de un test de ELISA sandwich indirecto. Se
sensibilizaron placas de 96 wells con suero de captura conejo anti-VFA en buffer carbonato-
bicarbonato pH 9,6. Luego de una incubacion de 12 horas a 4°C se lavaron las placas 3 veces
con PBS-Tween 20(0,5%)(PBST) pH 7,4 (todos los lavados se realizaron con el mismo
buffer) y se incubaron por 45' en agitacion constante a 37°C (todas las incubaciones se

realizaron bajo las mismas condiciones) con una dilucion apropiada de VFA en buffer de
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bloqueo (PBST 1,5% suero normal equino)(BB). Se lavaron nuevamente las placas y se las
incub6 con las diluciones apropiadas, en BB, de los sueros a testear . Se lavaron 3 veces y se
incubaron con sueros policlonales de cabra contra los diferentes isotipos de raton (SIGMA) en
las diluciones apropiadas en BB. Se lavaron S veces y se incubaron con suero anti-cabra-
peroxidasa (CAPPELL). Por ultimo se lavaron 6 veces y se revelaron con solucion reveladora
buffer citrato-fosfato pH 5, orthophenylene diamina dihydrochloride (OPD), H202. Se freno

la reaccion con H2SO4 2M y se leyeron las placas a 490 nm.

Para determinar el titulo total de Ig de los sueros se realizo un ELISA sandwich directo.
Se procedio de igual manera que en el caso anterior revelando las Ig totales con suero de

conejo anti-Ig de raton conjugado can peroxidasa (SIGMA).

Los titulos se expresan como el logaritmo de 1a inversa de la maxima dilucion cuya

lectura al menos duplica la del blanco.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Determinacién de la DMI

Se consider6 como DMI aquella masa antigénica que provoca una respuesta inmune
minima y reproducible en los diferentes ensayos, que puede ser comparada con la respuesta

obtenida con la misma masa incluida en las diferentes formulaciones de vacunas.

Con el fin de determinar la DMI se inmunizaron ratones adultos Balb/c con diferentes
cantidades de VIP . Se inocularon 10; §; 1; 0,5; 0,1; 0,075; 0,025 y 0,01pg de VIP/dosis en
PBS pH 7.5 por via i.p. en un volumen de 0,2ml a diferentes grupos de animales. Estos
fueron sangrados 7, 14, 30 y 60 dias post-inoculacion (d.p.1.); se recogio el plasma y se midio
el ISN (figura 1). La respuesta a cantidades mayores a 0, lpg de VIP resulto elevada y
duradera, mientras que cantidades menores a 0, lpg de VIP produjeron una respuesta baja y no
repetible en diferentes experimentos. Se seleccioné como DMI 0, 1pg de VIP, dosis que indujo
una respuesta facilmente comparable con respuestas netamente positivas. Esta cantidad de
VIP/dosts fue la utilizada, entonces, para las formulaciones vacunales. Ademas el control
biologico de la cantidad de VIP presente en cada vacuna fue la respuesta producida por la DMI

en PBS.
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FIGURA 1: Respuesta de ratones Balb/c a diferentes cantidades de VFA O1
Campos inactivado y purificado
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Ratones Balb/c fueron inmunizados con diferentes cantidades de VFA Ol Campos inactivado y
purificado, por viai.p.. Siete, 14, 30 y 60 d.p.i. se obtuvo muestras de plasma de 3 ratones de cada
grupo y se determiné su ISN. Cada punto representa el promedio de las 3 mediciones.
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IV.2. Determinacion de la duracién de inmunidad luego de la vacunacién

con diferentes formulaciones en ratones Balb/c

Se estudio la cinética de AN en ratones adultos de la linea Balb/c en respuesta a

diferentes vacunas antiaftosa.

IV.2.1. Duraci6n de inmunidad frente a vacunas convencionales

Enla figura 2 se ilustra la respuesta de ratones adultos Balb/c a las formulaciones oleosa

y de hidroxido de aluminio convencionales, expresada como ISN.

Ambas vacunas produjeron una respuesta elevada hasta el dia 120 p.v., cuando los

niveles de AN comenzaron a decaer.
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FIGURA 2: Respucsta de ratones Balb/c a vacunas convencionales
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Ratones Balb/c fueron vacunados con las formulaciones convencionales oleosa (vac. 2) y de hidroxido
de aluminio (vac. 3), por via 1.p.. A diferentes tiempos p.Vv. se obtuvo muestras de plasma de 3 ratones

de cada grupo y se determino su ISN. Cada punto representa el promedio de las 3 mediciones.



Resultados 41

IV.2.2. Duraci6n de inmunidad freante a vacunas elaboradas con avridine

Por ser 1a avridine insoluble en solventes acuosos se formularon 2 vacunas oleosas

conteniendo el adyuvante en la fase oleosa (vacunas 4 y 5) disuelto previamente en etanol.

Los resultados de la inmunidad inducida por estas vacunas en ratones adultos Balb/c se

muestran en la figura 3.

La emulsion clasica agua en aceite, conteniendo avridine (vacuna 4), resultd efectiva
dando altos niveles de AN hasta el dia 210 p.v. (3,75 + 0,33), no asi 1a formulacion invertida
(aceite en agua), que produjo niveles de AN menores y menos duraderos que la formulacion

oleosa convencional (vacuna 2) (1,37 ¢ 0,40).
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FIGURA 3: Respuesta dc ratones Balb/c a vacunas elaboradas con avridine
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas oleosas conteniendo avridine [clasica agua en aceite (W-
O. vac. 4) e invertida aceite en agua (O-W, vac. 5)] y con vacuna oleosa convencional (vac. 2), por via

1.p.. A diferentes tiempos p.v. se obtuvo muestras de plasma de 3 ratones de cada grupo y se determin6
su ISN. Cada punto representa el promedio de las 3 mediciones.
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IV.2.3. Duracion de inmunidad frente a vacunas elaboradas con PCM

Con este adyuvante (extracto de pared celular de Mycobacteria) se elaboraron 2 vacunas,
oleosa y de hidroxido de aluminio (vacunas 6y 7). Como se observa en la figura 4, ambas
formulaciones resultaron mas efectivas en la induccion de AN a lo largo del tiempo que las
vacunas convencionales carentes de PCM, produciendo altos titulos de AN hasta el final del
experimento, 210 d.p.v. (3,63 + 0,09 vac.7; 3,00 + 0,07 vac.6; 1,37 + 0,40 vac.2y 1,4 1
0,28 vac.3) en ratones Balb/c. El adyuvante vehiculizado en PBS no otorgo inmunidad

duradera.
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FIGURA 4: Respuesta de ratones Balb/c a vacunas elaboradas con PCM
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas oleosa y de hidroxido de aluminio conteniendo PCM
(vac. 6y 7 respectivamente) y vacunas oleosa y de hidroxido de aluminio convencionales (vac. 2y 3
respectivamente), por viai.p.. A diferentes tiempos p.v. se obtuvo muestras de plasma de 3 ratones de

cada grupo y se determino su ISN. Cada punto representa el promedio de las 3 mediciones.
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IV.2.4. Duracib6n de inmunidad frente a vacunas elaboradas con LPS

El LPS de B. ovis fue incluido en la formulacion de vacunas oleosa y de hidroxido de
aluminio (vacunas 9 y 10). Enla figura 5 se muestran los niveles de AN (medidos como ISN)
inducidos por estas vacunas a lo largo de 7 meses en ratones Balb/c. Tanto la formulacion
oleosa como de hidroxido incorporando LPS demostraron producir mayor duracion de
inmunidad, con altos niveles de AN, que las formulaciones convencionales sin LPS (2,5 +
0,78 vac.9; 2,45+ 0,63 vac.10; 1,37 + 0,40 vac.2 y 1,4 + 0,28 vac.3). El LPS vehiculizado
en PBS indujo una respuesta con niveles protectores de AN hasta el dia 60 p.v., cuando

comenzo a decaer.
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FIGURA 5: Respuesta de ratones Balb/c a vacunas elaboradas con LPS
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas oleosa y de hidroxido de aluminio conteniendo LPS (vac. 9y 10
respectivamente) y vacunas oleosa y de hidroxido de aluminio convencionales (vac. 2 y 3 respectivamente), par
viai.p.. A diferentes tiempos p.v. se obtuvo muestras de plasma de 3 ratones de cada grupo y se determin¢ su

ISN. Cada punto representa el promedio de las 3 mediciones.
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IV.3. Resistencia al desafio viral

Alos 210 d.p.i. de diferentes formulaciones vacunales se desafiaron los animales con
104 DIRL50% de VFA por viai.p.. Se sangraron los ratones duraate 3 dias consecutivos y se
estudio presencia de virus en sangre con el fin de conocer el estado de proteccion de los

ammales. Los resultados se expresan en la tabla 2.

Resultaron protegidos aquellos animales vacunados con: vacuna agua en aceite
conteniendo avridine (vac.4) (89%); vacunas conteniendo PCM (vac.6 y 7) (100% y 87,5%) y
vacunas conteniendo LPS (vac.9y 10) (62,5 y 87,5%).



TABLA 2: Resistencia al desafio viral

Vacuna Protegidos / Desafiados
1 DMI 0/5 (0%)*
2 Oleosa 2/9 (22%)
3 Hidroxido 2/10 (20%)
4 Avridine clasica 8/9 (89%)
5 Avridine invertida 0/5 (0%)
6 PCM Oleosa 8/8 (100%)
7 PCM Hidroxido 7/8 (87.5%)
8 PCM PBS 0/5 (0%)
9 LPS Oleosa 5/8 (62,5%)
10 LPS Hidroxido 7/8 (87,5%)
11 LPS PBS 0/8 (0%)

()* porcentaje de proteccion

Resultados 48
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IV.4. Estudio de la respuesta secundaria de larga duracion inducida por

las diferentes formulaciones

En las tablas 3, 4, 5, 6 y 7 se muestran los resultados de los experimentos de
reconstitucion con células esplénicas totales y B provenientes de dadores inmunizados 120 6

180 dias antes. La respuesta se mide como desaparicion de viremia y aparicion de AN.

Se observa que tanto las células esplénicas totales como las B provenientes de ratones
inmunizados con la DMI en PBS son incapaces de transferir inmunidad a receptores irradiados
alos 120 d.p.1.(tabla 3). Cuando se utiliza hidroxido de aluminio o emulsion oleosa existe un
acortamiento en la viremia con células esplénicas totales de ratones vacunados 120 dias antes
del experimento, no asi cuando se transfieren células B (tabla 3). El analisis de la respuesta
secundaria inducida por los diferentes vehiculos a los 180 d.p.v., muestra que tanto las células
esplénicas totales como la subpoblacion de linfocitos B tienen ua comportamiento similar al
control negativo (animales que reciben células esplénicas totales de dadores no inmunizados)

(tabla 4).

St los dadores son inmunizados con vacunas formuladas con avridine, con PCM o con
LPS tanto a los 120 (resultados no presentados) como a los 180 d.p.v. (tablas 5, 6 y 7), las
células esplenicas totales y B son capaces de cortar la viremia como el control positivo
(animales que reciben células totales de bazo de dadores infectados) en los animales

receptores.
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TABLA 3: Reconstituciéon con células totales y linfocitos B de bazo de ratones
inmunizados 120 dias antes con la DMI, vacuna oleosa y vacuna de

hidréxido de aluminio

Dias post-reconstituciéon*

Células Inmunégeno 6 7 8 9 10 11 12
Totales ++|+4+(06) |++ |++ | ++ | ++|+-
Totales virus activo +-|--Qd|--|--1--1|--1--
Totales 0,1pg VIP ++[++O0D |++ |++ [ ++ |++] --
B 0,ipg VIP ++++ 0D J++  +-|++[|++]--
Totales vac. oleosa ++|+-(0d | --|----}|--]--
B vac. oleosa ++|++OD [ +-++ ]| --{--]--
Totales | vac. hidroxido ++ | ++3) | --|----F--1--
B vac. hidroxido ++ | +-(12) [ +-]++) - --]--
-- -- ++[++ (L) J++ |++ ] +-J++]++

+: presencia de viremia
- ausencia de viremia
O: ISN

*: 1a determinacion de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo
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TABLA 4: Reconstituciéon con células totales y linfocitos B de bazo de ratones
inmunizados 180 dias antes con vacuna oleosa y vacuna de
hidroxido de aluminio

Dias post-reconstitucién*

Células Inmunégeno 6 7 8§ 9 10 11 12
Totales ++ | ++(02) |++ |++ ]| ++ | +-]|--
Totales virus activo +---@3 | --|----1--1--
Totales vac. oleosa ++ | ++08) [++ | +-)|-- |++]|--
B vac. oleosa ++[++08) |++ |+-|++[|++]|++
Totales | vac. hidroxido ++|++O0O3) | +-f+-]--]--1]--
B vac. hidroxido ++(++(L0) | +-f+-f--]--]--
-- -- ++]++0D|++ |[++ ]| +- |++]|++

+: presencia de viremia
- ausencia de viremia
(): ISN

*:1a determinacion de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo
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TABLA 5: Reconstitucién con células totales y linfocitos B de bazo de ratones
inmunizados 180 dias antes con vacuna agua en aceite conteniendo

avridine
Dias post-reconstituciéon*
Células Inmunégeno 6 7 8 9 10 11 12
Totales ++|++02) |++ |++|++ [++]|+-
Totales Virus activo +-1--23)» | ------]--1--
Totales avridine +-1--B0 {--1--1--1--1--
B avridine ++|--QS | --)----1--1--
-- -- +4+ | ++09) |++ J++ | +-]++])++

+: presencia de viremia

-: ausencia de viremia

(: ISN

*: la determinacion de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo
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TABLA 6: Reconstitucién con células totales y linfocitos B de bazo de ratones
inmunizados 180 dias antes con vacuna oleosa y de hidréxido de

aluminio conteniendo PCM

Dias post-reconstituciéon*

Células Inmunégeno 6 7 8 9 10 11 12
Totales ++ | ++05) |++ [++|++ ]| +-]--
Totales virus activo -- 1 --2,8) R I U R R
Totales PCM oleosa ++ | +-(1,5) | +-)--|--1|--]|--

B PCM oleosa ++| --(1,7) S I D R
Totales | PCM hidroxido - -3 {------1--1--
B PCM hidroxido ++| --19) | --|----1--1--
-- -- ++ | ++0,7) |++ |++ | +-|++]|++

+: presencia de viremia
- ausencia de viremia
(): ISN
*: la determinacion de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo
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TABLA 7: Reconstitucion con células totales y linfocitos B de bazo de ratones
inmunizados 180 dias antes con vacuna oleosa y de hidroxido de

aluminio coateniendo LPS

Dias post-recoastitucion*

Células Inmunégeno 6 7 8§ 9 10 11 12
Totales ++ | ++40,7) |++ f++ | ++ | +-]--
Totales virus activo +-1--33 |--|--|--1--1]--
Totales LPS-PBS +-1+-(1,7) |+-]|++| -- |[ND|ND
B LPS-PBS ++ | ++02) | +-+-|++|+-]--
Totales | LPS hidroxido +-1 --23) | --|--{--1--1--
B LPS hidroxido ++--29 | --|--]--1--1--
-- -- ++ [ ++0,6) |++ [++ | +-]++]++

+: presencia de viremia
-: ausencia de viremia
(): ISN

ND: no determinado

*: la determinacién de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo



Resultados 55

IV.5. Determinacion de la duraci6n de inmunidad luego de 1a vacunacion

con diferentes formulaciones en ratonses NIH au/nu y nu/+

Con el fin de determinar la necesidad o no de la presencia de linfocitos T para efectivizar
la accion de los diferentes adyuvantes se estudi6 la respuesta de ratones atimicos a las vacunas

formuladas.

Ratones NIH nu/nuy nu/+ fueron vacunados con las diferentes formulaciones. Los

resultados se ilustran en las figuras 6, 7, 8 y 9.

Todas las vacunas indujeron una respuesta eficiente en ratones eutimicos (au/+ ),
mientras que ninguna de las formulaciones produjo respuesta en los animales atimicos. Estos
ratones no demostraron responder diferencialmente a aquellos inoculados con la DMI, dando

una respuesta medible el dia 7 p.v. luego de la cual el nivel de AN decayo.
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FIGURA 6: Respuesta de ratones NIH a vacunas convencionales

ISN ———{}— Vac. | nu/nu
——  Vac. | nu/+
——p— Vac. 2 nu/mu
—O— Vac.2nu/+

——— Vac. 3 nu/mu
—— Vac. 3 nu/+

. — — —
0 20 40 60 80 100
Dias post vacunacién

Ratones NIH atimicos (nu/nu) y eutimicos (nu/+) fueron vacunados con la DMI (vac. 1) y las
formulaciones oleosa y de hidroxido de aluminio convencionales (vac. 2 y 3 respectivamente). A
diferentes tiempos p.v. se obtuvo muestra de plasma de 2 animales de cada grupo y se determiné su

ISN. Cada punto representa el promedio de las 2 mediciones.
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FIGURA 7: Respuesta de ratones NIH a vacunas elaboradas con avridine
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Ratones NIH atimicos (nu/nv) y eutimicos (nu/+) fueron vacunados con la formulacién oleosa
convencional (vac. 2) y vacuna oleosa conteniendo avridine (vac. 4). A diferentes iempos p.v. se
obtuvo muestra de plasma de 2 animales de cada grupo y se determin6 su ISN. Cada punto representa

el promedio de las 2 mediciones.
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FIGURA 8: Respuesta de ratones NIH a vacunas elaboradas con PCM
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Ratones NIH atimicos (nu/ny) y eutimicos (nu/+) fueron vacunados con las formulaciones oleosa y de
hidroxido de aluminio conteniendo PCM (vac. 6 y 7 respectivamente). A diferentes tiempos p.v. se
obtuvo muestra de plasma de 2 animales de cada grupo y se determiné su ISN. Cada punto representa

el promedio de las 2 mediciones.
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FIGURA 9: Respuesta de ratones NIH a vacunas elaboradas con LPS
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Ratones NIH atimicos (nu/nt) y eutimicos (nu/+) fueron vacunados con las formulaciones oleosa y de
hidroxido de aluminio conteniendo LPS (vac. 9 y 10 respectivamente). A diferentes tiempos p.v. se
obtuvo muestra de plasma de 2 animales de cada grupo y se determin6 su ISN. Cada punto representa

el promedio de las 2 mediciones.
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IV.6. Estudio de 1a cooperacion entre linfocitos Ty B

En las tablas 8 y 9 se muestran los resultados de los experimentos de reconstitucion con
células esplénicas T provenientes de dadores inmunizados 180 dias antes agregadas a linfocitos
B primados contra el VFA, pero ineficaces "per se" para eliminar la viremia en los animales
receptores. La respuesta se mide como desaparicion de viremia y aparicion de AN. En todos

los casos se repobl6 a los ratones receptares con 5 x 106 células T mas 5 x 106 células B.

Se observa que las células esplénicas T provenientes de ratones inmunizados con la DMI
en PBS o en vehiculo de hidroxido de aluminio 180 dias antes son incapaces de estimular la
respuesta de linfocitos B primados 30 dias antes (tabla 8). Por su parte, los linfocitos T
provenientes de dadores inmunizados con formulacianes conteniendo avridine en formulacién
oleosa, PCM o LPS en hidroxido de aluminio 180 dias antes cooperan para la produccion de
AN por los linfocitos B primados 30 dias antes con la DMI (tabla 9), lograndose 1a eliminacién

de 1a viremia.



Resultados 61

TABLA 8: Reconstitucion con células T de bazo de ratones inmunizados 180
dias aates con 1a DMI y vacuna de hidréxido de aluminio y
linfocitos B de bazo de ratones inmunizados 30 dias antes con la

DMI
Dias post-reconstitucion*

Células Inmunégeno 6 7 8 9 10 11 12
Totales ++ | ++(02) |++ |[++ | ++ [++]| +-
Totales virus activo -l --@5 | --1--1--1--1--

T 0,1pg VIP ++ | ++03) |++ |++|++ |++]--

B 0,1pg VIP

T vac. hidroxido ++ | ++04) |++ |++|++ | +-|--

B 0.1pg VIP

T 0,1pug VIP +4+ | ++(13) |++ |++ | +-]+-]--

T vac. hidroxido ++ | ++04) [++ |++ ] +-]--]|--

B 0,lpg VIP ++|++(03) |++ |++ |ND |ND |ND

-- -- ++ ] ++(05) |[++ |++ ]| +-|++]++

+: presencia de viremia
-1 ausencia de viremia
(): ISN

ND: no determinado

*: la determinacion de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo
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Reconstitucioén con células T de bazo de ratones inmunizados 180
dias antes con vacuna agua en aceite conteniendo avridine, vacuna
de hidréxido de aluminio conteniendo PCM y vacuna de hidréxido
de aluminio conteniendo LPS y linfocitos B de bazo de ratones
inmunizados 30 dias antes con la DMI

Dias post-recoastitucién*

Células Inmunégeno 6 7 8§ 9 10 11 12
Totales ++ | ++(1 D) [+ + [++ | ++ [ ++] +-
Totales VIrus activo -- 1 --3S5) (- -1 --
T avridine +-1-+3,00 | -- |-- |ND |ND|ND
B 0.1pg VIP
T PCM hidroxido +-]--(25) |--]1--IND|ND|ND
B 0.1pg VIP
T LPS hidroxido ++| --(1,7) | -- [ND|ND |[ND|ND
B 0,1pg VIP
T avridine ++|++(ND) [++ |++ | ND {|ND |ND
T PCM hidroéxido ++|[++(ND) |++ {++ | ND |ND |ND
T LPS hidroxido ++|++(02) |++ |[ND |ND |ND |ND
B 0.1pg VIP ++|++(12) |++ |++ |ND |ND |ND
-- - ++ [ ++0,8) |++ [++ | +-|++]|++

+: presencia de viremia

-: ausencia de viremia

0: ISN

ND: no determinado

*: la determinacion de viremia se realiza en 2 animales por dia y por grupo
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IV.7. Determinacién de isotipos de IgG inducidos por las difereates

formulaciones

En las figuras 10, 11, 12 y 13 se muestran los perfiles isotipicos de IgG inducidos por

las diferentes formulaciones 60 y 180 d.p.v.

En general se ve estimulada la produccion de IgG1. La produccion de IgG2ay de IgG2b
se ve favorecida por la inclusion de los adyuvantes en las vacunas, siendo mas acentuada la
diferencia entre la vacuna de hidroxido de aluminio convencional con las vacunas acuosas
conteniendo PCM o LPS. La produccion de IgG3 no es estimulada salvo en el caso de vacuna

oleosa conteniendo PCM 180d.p.v..
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FIGURA 10: Perfil isotipico de IgG - Hidréxido de aluminio 60 d.p.v.
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas acuosas (vac. 3: hidroxido de aluminio, vac. 7:
hidroxido de aluminio conteniendo PCM y vac. 10: hidroxido de aluminio conteniendo LPS) y
sangrados a blanco el dia 60 p.v.. El plasma de estos animales se analiz6 por el test de ELISA para
determinar totalidad de Ig y los diferentes isotipos de IgG y por seroneutralizacion en raton lactante para

determinar el ISN.
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FIGURA 11: Perfil isotipico de IgG - Hidréxido de aluminio 180 d.p.v.
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas acuosas (vac.3: hidréxido de aluminio, vac. 7: hidréxido
de aluminio conteniendo PCM y vac. 10: hidroxido de aluminio conteniendo LPS) y sangrados a blanco
el dia 180 p.v.. El plasma de estos animales se analiz6 por el test de ELISA para determinar totalidad de

Ig y los diferentes isotipos de IgG y por seroneutralizacion en ratén lactante para determinar el ISN.
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FIGURA 12: Perfil isotipico de IgG - Vehiculo oleoso 60 d.p.v.
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas formuladas en vehiculo oleoso (vac. 2: oleosa, vac. 6:
oleosa conteniendo PCM, vac. 4: oleosa conteniendo avridine y vac. 9: oleosa conteniendo LPS) y
sangrados a blanco el dia 60 p.v.. El plasma de estos animales se analiz6 por el test de ELISA para
determinar totalidad de Ig y los diferentes isotipos de IgG y por seroneutralizacion en raton lactante para

determinar el ISN.
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FIGURA 13: Perfil isotipico de IgG - Vehiculo oleoso 180 d.p.v.
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Ratones Balb/c fueron vacunados con vacunas formuladas en vehiculo oleoso (vac. 2: oleosa, vac. 6:
oleosa conteniendo PCM, vac. 4: oleosa conteniendo avridine y vac. 9: oleosa conteniendo LPS) y
sangrados a blanco el dia 180 p.v.. El plasma de estos animales se analiz6 por el test de ELISA para
determinar totalidad de Ig y los diferentes isotipos de IgG y por seroneutralizacion en raton lactante para

determinar el ISN.
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V. DISCUSION

En paises latinoamericanos con sistemas de produccion ganadera extensivos, las
campaifias de vacunacion de bovinos contra el VFA se llevan a cabo tres veces al afio con
vacunas acuosas y dos veces al afio con vacunas oleosas. En este contexto la disponibilidad de
una vacuna antiaftosa que confiera mayor duracion de inmunidad tendria enormes ventajas

operativas para la implementacion de dichas campatiias.

La respuesta inmune a vacunas no involucra sélo interacciones entre diferentes tipos
celulares sino también complejas interacciones mediadas por factores solubles, citoquinas.
Conociendo los mecanismos que se manifiestan en una respuesta inmune 6ptima, se puede
intentar modificar la presentacion de un Ag menos inmunogénico de forma tal de mejorar la
respuesta que induce, por ejemplo, con el agregado de adyuvantes. El Gnico adyuvante
autorizado para uso humano y veterinario es la sal de aluminio, sin embargo, este adyuvante
no es efectivo para una gran variedad de Ags y no estimula efectivamente la inmunidad
mediada por celulas (28). Es necesario, entonces, desarrollar adyuvantes con la eficacia del
ACF pero sin sus efectos colaterales indeseados, como, por ejemplo, la formacion de

granulomas.

Basicamente, para lograr una formulacion vacunal eficiente, se deben considerar dos
factores: la elaboracion del inmunégeno y la respuesta inmune del hospedador. El estudio de la
respuesta inmune en bovinos se ve limitado por los altos costos que acarrea y por la escasa
informacion disponible sobre el sistema inmune de esta especie (78). Es por ello que en
nuestro laboratorio se estandarizé un modelo experimental murino en el cual la respuesta

inmune al VFA puede ser estudiada (30, 31, 76, 112, 141).

En este trabajo se utilizé el modelo murino para estudiar el efecto de 3 adyuvantes
diferentes (avridine, PCM y LPS) en la respuesta a vacunas antiaftosa. Se examin6 la duracion

de inmunidad conferida, el estado de proteccion viral 7 meses p.v., las células
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inmunocompetentes estimuladas, involucradas en la respuesta secundaria de larga duracion y la

composicion isotipica de IgG inducida por los diferentes adyuvantes.

Avridine, PCM y LPS de B. ovisconfirieron inmunidad duradera, con ISN altos hasta el
dia 210 p.v., adiferencia de las vacunas convencionales (oleosa y de hidroxido de aluminio)
que confirieron inmunidad competente hasta el dia 150 p.v., cuando los titulos de AN
comenzaron a decaer (figuras 2, 3, 4 y 5). Cabe destacar que la inclusion de los
inmunomoduladores en las formulaciones logré modificar la respuesta inmune no tanto en un
aumento de la cantidad de Acs especificos como en lograr que la produccion de los mismos se
mantenga por mucho mas tiempo. En relaciéon directa con los ISN, resultaron protegidos

aquellos animales tratados con las nuevas formulaciones vacunales (tabla 2).

Experimentos llevados a cabo en cobayos demuestran que la avridine estimula la
produccion de AN y proteccion contra el VFA (106), lo que avala nuestros resultados en el
modelo murino. Por otra parte, entre los componentes del PCM se encuentra el MDP,
adyuvante ampliamente estudiado y conocido. Con Ags timo dependientes como la BSA, el

MDP aumenta la respuesta inmune humoral en ratones (13).

El modelo murino experimental nos ha permitido el disefio de protocolos para el estudio
de la memoria inducida por el VFA activo e inactivado y purificado. Esto se ha llevado a cabo a
través de experimentos de reconstitucion de ratones irradiados e infectados, con células
inmunocompetentes provenientes de dadores inmunizados 8 dias antes. Los resultados de
estos experimentos muestran que el VFA activo se comporta como un Ag timo-independiente
"optativo" dado que en animales reconstituidos, las células B son suficientes para frenar la
viremia, parametro empleado para evaluar el estado de proteccion del animal (30). El VIP en la
concentracion utilizada en las vacunas (0, 1ng) muestra ser un Ag timo-dependiente tipico y

para frenar la viremia en animales receptores es necesaria la presencia de células By T (112).
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Estos mismos ensayos se han llevado a cabo para estudiar la memoria inducida por el
VIP presentado en vehiculos acuoso y oleoso (hidroxido de aluminio y emulsion oleosa) con el
agregado de adyuvantes. El analisis de la eficiencia en la transferencia de células
inmunocompetentes a los 180 d.p.v. mostr6 que células B obtenidas de animales vacunados
con las vacunas conteniendo tanto avridine como PCM o LPS son capaces de eliminar la
viremia en receptores inmunodeprimidos e infectados, sin la colaboracion de células T (tablas
5, 6 y 7). Esto sugiere que se podria mimetizar la respuesta inmune observada luego de la
infeccion, si las vacunas elaboradas con bajas cantidades de Ag (0,lpg) incluyen
inmunomoduladores adecuados. Por otro lado células B de animales inmunizados con la
misma masa viral en vehiculos convencionales no eliminan la viremia en ratones receptores;
mas aun, células totales de bazo de estos animales dadores no previenen la viremia en ratones
reconstituidos (tabla 4). Estoindicaria que 180 d.p.v. con vacunas convencionales las células

T no desarrollarian su funcién "helper”.

Sin embargo, ratones atimicos NIH (nu/nu) respondieron frente a las diferentes vacunas
solo en los primeros d.p.v., cuando la inmmunidad humoral al VFA es mediada por IgM
(Smitsaart, comunicacion personal)(figuras 6, 7, 8 y 9). Esto estaria denotando una T
dependencia det Ag. Por otra parte el estimulo para la permanencia de altos niveles de AN en
circulacion resultaria también dependiente de células T. Se han probado como potenciales
adyuvantes LPSs obtenidos de diferentes cepas bacterianas y existen diferencias en la accion
adyuvante ejercida por LPS a Ags timo dependientes, dependiendo de la bacteria de la cual
provienen (135). Si bien el LPS de B. ovis no ha sido estudiado previamente como
inmunomodulador, se conocen las funciones adyuvantes de LPS de bacterias relacionadas,
como por ejemplo las de B. abortus. Moreno y colaboradores (126) ensayaron la capacidad
adyuvante del LPS de B. abortus para globulos rojos de carnero, Ag timo dependiente tipico.
Al igual que en nuestro caso ratones atimicos resultaron refractarios al efecto adyuvante, lo que

es consistente con los requerimientos de células T diferenciadas para la accion adyuvante del
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LPS a Ags T-dependientes (116). Nakashima y colaboradores (132) demostraron que la
presencia de células T es esencial para que el LPS actue en la iniciacion de respuesta humoral a
BSA. Se separan claramente la capacidad del LPS de actuar como mitogeno de células B y
activador policlonal, de su capacidad adyuvante. Asimismo, se demostré que la avridine no
actua directamente sobre los linfocitos B para causar respuesta policlonal de Acs (97), con lo
cual se entiende la falta de respuesta de IgG de los ratones au/aua la vacuna formulada con
avridine, ya que este adyuvante requeriria la presencia de células T para estimular la inmunidad

humoral.

El hecho de que células B sean capaces de transferir inmunidad es esperado ya que son
las células efectoras en la eliminacion viral, a través de la secrecidn de AN, si bien necesitan la
colaboracion de las células T en su etapa estimulatoria. Es necesario diferenciar la accion de los
adyuvantes probados en las etapas de estimulacion del sistema inmune y de accion efectora
contra el Ag viral infectivo. Las células encargadas de eliminar a este patégeno son los
linfocitos B; el VFA es un Ag timo-independiente “optativo” (30, 112) mientras que el VFA
inactivado, en las concentraciones en que se utilizan en las vacunas, es un Ag timo-dependiente
tipico, entonces si bien las células efectoras en la defensa contra el patogeno siguen siendo los
linfocitos B, el animal inmunizado con el Ag inactivado (en bajas cantidades) necesita la
estimulacion del sistema T para montar una respuesta duradera y células B funcionalmente
activas (141), lo que logramos con el agregado de avridine, PCM o LPS en las formulaciones
vacunales. Tanto es asi que linfocitos T estimulados 180 dias antes con las vacunas
experimentales (avridine, PCM y LPS) tienen la capacidad de estimular a linfocitos B primados
contra el VFA pero insuficientes "per se” en la respuesta, dando como resultado la produccion

de AN (tablas 8 y 9).

Una vacuna optima debe generar una poblacion de linfocitos de memoria que produzca
una respuesta protectora en el momento de la invasion del patégeno. Para logrario, la vacuna

debe estimular un perfil de citoquinas, durante el proceso de inmunizacion, que genere la clase
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apropiada de Acs y linfocitos de "memoria”. En la proteccion contra agentes virales los niveles
de Ac circulantes de la clase apropiada son de importancia critica; las clases y niveles de Ac
seran afectadas por el perfil de factores solubles regulatorios inducidos por 1a vacuna y por la
reaccion de las células de "memoria” frente a la exposicion al patogeno. Es probable que
adyuvantes que son bien conocidos por afectar la calidad y magnitud de las respuestas humoral
y celular, lo hagan, en gran parte, afectando el perfil de factores reguladores producidos (162).
La naturaleza del Ag también puede influir el patron de citoquinas producidas. Datos previos
dan evidencia de que la IL-1 y la IL-2, que estimulan las respuestas inmunes humoral y
celular, juegan un papel importante en la accion adyuvante del LPS; es decir, el LPS induce la
liberacion de IL-1 y 1a produccion de IL-2 se ve influida por la presencia de IL-1 (74, 124).
Yoshimura y colaboradores (189) demostraron que la estimulacion de células mononucleares
de sangre periférica humana con LPS causa la liberacion de IL-1 y actividad quimiotactica.
Esto podria ser una posible explicacion para la accion del LPS utilizado en nuestro modelo. La
[L-1 tiene una funcion inmunorreguladora, estimula la actividad de los linfocitos T y B,
induciendo, entre otras, la capacidad de liberar IL-2 e IFN de las ceélulas T helper (185). El
PCM puede activar monocitos y macrofagos causando la liberacion de IL-1 (4). LaIL-1 es un
coadyuvante natural y consecuentemente amplifica inespecificamente la respuesta inmune a
células malignas y Ags (67). No hay datos acerca de la estimulacion de produccion de IL-1 por
avridine pero estudios "in vivo" mostraron que la avridine estimula la migracion de leucocitos
hacia el sitio de inyeccion y la expansion de nodulos linfoides regionales. Observaciones de
actividad proliferativa de linfocitos T y B sugieren que la avridine causa expansion de clones
inmunorreactivos (8). Es posible pensar que estos mecanismos estan mediados por factores

regulatorios.

En el rat6n se han identificado 4 isotipos de IgG: IgGt, IgG2a, IgG2b e IgG3 (73, 92).
Estos isotipos varian en sus propiedades bioquimicas y fisiologicas (41, 70). La subclase de
IgG inducida por diferentes Ags virales es, entonces, importante cuando se consideran 10s

mecanismos por medio de los cuales el Ag es neutralizado, asi por ejemplo, la respuesta al
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virus influenza es mediada predominantemente por IgG2a (96) mientras que la infeccion por
HSV-1 (virus herpes simplex tipo 1) es abortada por IgG1 (118). No todos los isotipos son
capaces de participar en la eliminacion de complejos Ag-Ac de la sangre. En ratones esta
propiedad esta casi exclusivamente mediada por Acs IgG2 (105). El isotipo Ig(G2a ha sido
reportado como especialmente protector en varias infecciones virales y bacterianas (101). El

isotipo Ig(G2b fue menos estudiado pero también se ha determinado como Ac protector (118).

Estudios previos indican que las células T estan involucradas en el aumento de
respuestas de IgG2a a trinitrofenil Ficoll (125) y en el aumento de respuestas policlonales de
IgG1 e IgG2 a LPS (117). Entonces podriamos relacionar la estimulacion del sistema T con el
incremento en los niveles de IgG1 e IgG2 que se observa luego de la vacunacion con las

diferentes formulaciones (figuras 10, 11, 12 y 13) y la mayor proteccion conferida.

Por su parte bovinos infectados o vacunados con virus inactivado respondieron
predominantemente con IgG1 y resultaron protegidos contra el desafio, no asi en el caso de ser
inmunizados con péptidos de VP1, cuando la respuesta fue de IgG2 con capacidad protectora

baja (130).

El bajo nivel de IgG3 estipico de la respuesta a varios virus (53) y es esperado ya que la
IgG3 tiende a ser inducida preferencialmente por Ags timo-independientes (145). En nuestro
modefo murino, donde el VFA activo se comporta como Ag timo-independiente “optativo”, es
marcado el aumento de IgG3 en respuesta a la infeccion (Pérez Filgueiras, comunicacion
personal). En general ninguna de las formulaciones ensayadas indujo produccion de IgGs3; la
excepcion fue PCM en vehiculo oleoso, que 180 d.p.v. induce niveles bajos, pero detectables,

de este isotipo (figura 13).

La inclusion de avridine en la vacuna oleosa no mostro efectos colaterales aun cuando
fue notable la esplenomegalia producida en animales vacunados con esta formulacion. El

agregado de PCM o LPS a las vacunas acuosas no produjo efectos indeseables detectables. En
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cambio el uso de PCM y LPS en la formulacion oleosa produjo gran sensibilidad en las células
esplénicas. Las celulas T no pudieron ser extraidas en forma viable para el estudio de
transferencia de inmunidad a animales inmunodeprimidos. Tampoco se han podido realizar
experimentos con células T provenientes de animales vacunados con la formulacion oleosa

clasica.

Experimentos preliminares indican que la vacunacion de bovinos con formulaciones que
incluyen avridine, LPS o PCM no inducen reacciones locales distinguibles de aquellas
observadas luego de la vacunaciéon con vacunas convencionales y los animales no se

positivizan a la reaccion de tuberculina (Sadir, comunicacion personal).

Es necesario ensayar en bovinos vacunas antiaftosa conteniendo estos adyuvaates para
evaluar la duracion de inmunidad que inducen en esta especie. Si la respuesta de bovinos a
avridine, LPS o PCM se asemejara a aquella observada en ratones seria posible vacunar

anualmente para obtener una proteccion eficiente contra el VFA.
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VI. CONCLUSIONES

.- Las formulaciones vacunales contra el VFA que incluyen inmunomoduladores como
avridine, LPS o0 PCM alargan el periodo de proteccion contra este patégeno con respecto a las
vacunas convencionales. Aquellos animales inmunizados con las nuevas formulaciones
resultan protegidos frente a la descarga viral 7 meses p.v. en el orden PCM oleoso > avridine

> PCM hidréxido = LPS hidréxido > LPS oleoso.

.- La administracion del Ag en emulsion oleosa o en hidréxido de aluminio sensibiliza a
las celulas totales de bazo de los animales de manera tal que resultan capaces de transferir
inmunidad 120 d.p.v. a receptores inmunodeprimidos; no asi los linfocitos B, indicando que
es necesaria la presencia de células T para la manifestacion de respuesta secundaria de larga
duracion. Transcurridos 180 d.p.v. aun las células totales son incapaces de transferir

inmunidad.

.- La presencia de avridine, LPS o PCM en las formulaciones activaria las poblaciones
involucradas en la manifestacion de respuesta secundaria por mas de 5 meses p.v.,

permitiendo montar la respuesta efectora de las células B.

.- Los adyuvantes estudiados estimulan a los linfocitos T de forma tal que éstos cumplen
su funcion helper 180 d.p.v. logrando estimular a linfocitos B primados contra el Ag, pero

ineficientes "per se”, para la produccion de AN.

.- Tanto las formulaciones convencionales como las que contienen avridine, LPS o
PCM, necesitan la presencia de células T maduras en los animales para ser efectivas yaque
animales distimicos son incapaces de producir altos niveles de AN, si bien existe una respuesta

apreciable el dia 7 p.v., lo que se debe a la produccion de IgM especificas.

.- Los inmunamoduladores ensayados estimulan la produccion de los isotipos IgG1,2ay

2b.
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VII. RESUMEN

La Fiebre Aftosa es la enfermedad viral del ganado que mayor impacto econoémico
ocasiona en Argentina, no solo por los perjuicios directos sobre las especies afectadas, sino
también por las pérdidas indirectas debido al cierre de mercados de exportacion que

representarian divisas para nuestro pais.

El principal elemento utilizado en la lucha contra esta enfermedad es la inmunizacion
preventiva, pero la principal limitante de los inmunégenos en uso es la corta duracion de

inmunidad que confieren.

En este trabajo se utilizo el modelo murino para estudiar el efecto de tres adyuvantes
diferentes [avridine, extracto de pared celular de Mycobacteria (PCM) y lipopolisacarido de
Brucella ovis(LPS)] en la respuesta a vacunas antiaftosa. Se examiné la duracién de
inmunidad conferida, el estado de proteccion viral 7 meses post-vacunacion, las células
inmunocompetentes estmuladas, invalucradas en la respuesta secundaria de larga duracion y

los isotipos de IgG inducidos por los diferentes adyuvantes.

La incorporacion de avridine, LPS o PCM en vacunas convencionales indujo una
respuesta de anticuerpos neutralizantes especificos poteate y duradera. Los indices
seroneutralizantes de animales vacunados con las nuevas formulaciones fueron
significativamente mayores que los observados en animales inmunizados con vacunas

convencionales y confirieron proteccion por lo menos durante 7 meses.

Los datos que surgen de los ensayos de reconstitucion indican que los
inmunomoduladores probados participan en la activacion de las poblaciones celulares
involucradas en la memoria de larga duracion, lo que resulta en una respuesta secundaria de
células B eficiente atn en ausencia de celulas T, si bien es imprescindible la presencia de

linfocitos T para la accion primaria de estos adyuvantes. Los linfocitos T se ven esumulados de
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manera tal que adquieren la capacidad de estimular a linfocitos B primados contra el antigeno

para la produccion de anticuerpos.

Avridine, PCM y LPS estimulan l1a produccién de IgG1, 2a y 2b, 1o cual se encontraria
relacionado con la proteccion conferida por las vacunas formuladas con estos

inmunomoduladores.

No se detectaron reacciones adversas salvo en el caso del uso de vehiculo oleoso con
LPS y PCM que produjo una sensibilizacion de las céfulas esplénicas por la cual no fue posible

extraer células viables en estos caso 180 dias post-vacunacion.

Los efectos de avridine, LPS y PCM en la respuesta inmune a vacunas antiaftosa
observadas en el modelo murino indican la posibilidad de su inclusion en vacunas para ser

ensayadas en bovinos.
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