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RESUMEN

Se estudid la respuesta de isotipos en ratones de la cepa Balb/c luego de
la infeccion experimental con VFA o de la inmunizacién con vacunas
formuladas con virus inactivado con y sin el agregado de adyuvantes . Se
utilizaron tres inmunomoduladores para formular diferentes vacunas usando
vehiculos acuosos y oleosos: la fraccion hidrosoluble de pared celular de
Micobacterium sp. (PCM), un extracto purificado de lipopolisacarido de
Brucella ovis (LPS) y una amina lipoidal sintética, Avridine (AV). Los
animales infectados mostraron respuestas dominadas por el isotipo IgG2b y
seguidas por IgG1, 1gG2a e 1gG3, entre los 14 y 60 d.p.i. No se detectd
actividad de 1gG3 especificas para el VFA en ninguno de los animales
vacunados. Las formulaciones conteniendo adyuvantes presentaron altos y
persistentes niveles de 1gG2b, similares a los de los animales infectados,
hasta los 180 d.p.i. , mientras que en las vacunas convencionales este
isotipo fue detectado sodlo hasta los 60 d.p.i. Los animales vacunados con
formulaciones conteniendo estos adyuvantes presentaron una resistencia
aumentada al desafio viral realizado a los 210 d.p.i, en relaciéon con
aquellos inmunizados con vacunas convencionales.

Dos de estos inmunomoduladores (PCM y AV) fueron también probados
en bovinos, incluidos en vacunas oleosas. Se elaboraron 11 diferentes
formulaciones que fueron inoculadas en grupos de 8 animales. Nuestros
resultados muestran que la inclusion de cualquiera de estos dos adyuvantes
en sus mayores concentraciones a vacunas formuladas con baja cantidad de
antigeno viral, indujeron niveles de anticuerpos similares a los de vacunas
conteniendo el doble de virus inactivado sin el agregado de adyuvantes. Los
isotipos de IgG inducidos en estas vacunas experimentales también diferian
de las formulaciones convencionales y control sin adyuvantes. Se discute la
posible relaciéon entre estos cambios inducidos y la inmunidad conferida en
cada caso.
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ABSTRACT

The 1gG isotype response in Balb/c mice infected with FMDV or
immunized with different vaccine formulations using inactivated virus
particles as antigen was analyzed at various times post-inoculation. Three
immunomodulators, were employed to formulate different vaccines using
aqueous and oil vehicles: a water-soluble fraction of the cell wall of
Mycobacterium sp.(PCM), a purified extract of lipopolysacharide from
Brucella ovis (LPS) and a synthetic lipoamide, Avridine (AV). Infected
animals between 14 and 60 d.p.i. showed responses dominated by IgG2b,
followed by 1gG1, 1gG2a and I1gG3, respectively. No 1gG3 activity was
detected in vaccinated animals at any time. With formulations including
immunomodulators, persisting high levels of IgG2b (similar to those of
infected animals) were detected until 180 d.p.i. while with conventional
vaccines |lgG2b responses were detected up to 60 d.p.i. Animals vaccinated
with formulations including these immunomodulators presented an
augmented resistance to viral challenge at 210 d.p.i. in relation with those
immunized with conventional vaccines.

Two of these immunomodulators (PCM and AV) were also tested in oil
vaccines in experiments conducted in bovines. Eleven different formulations
were used to vaccinate 8 animals per group. Our results showed that the
inclusion of these adjuvants in the higher concentrations to vaccines
formulated with a low antigen concentration, induced antibody levels similar
to those of vaccines containing twice the concentration of virus and no
adjuvants. The IgG isotypes profiles induced in these experimental vaccines
also differed from the elicited by the conventional and control vaccines
without immunomodulators. The possible relationship of these differences in
the isotype response and protection is discussed.
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1. LA FIEBRE AFTOSA

1.1. Reseiia general

La fiebre aftosa es la mas contagiosa de las enfermedades virales que
afectan a los animales de pezuiia partida. Aunque suele presentarse con
mayor frecuencia en bovinos y porcinos, su rango de posibles huéspedes
naturales puede abarcar a variedades caprinas, ovinas y decenas de
especies silvestres'’% 200,

Dependiendo de la especie animal y la cepa viral 1a severidad de los
sintomas clinicos va desde un porcentaje variable de mortandad en bovinos
y porcinos jovenes'® hasta infecciones practicamente asintométicas en
ovejas y cabras*?. Cada una de las especies antes mencionadas, cumple un
rol diferente en el mantenimiento y diseminacién de la enfermedad.

Mientras que el ganado bovino actuaria como principal diseminador, las
especies ovinas cumplirian su papel en el mantenimiento®®®, los porcinos
funcionarian como huéspedes amplificadores?®® y otras especies como
llamas, antilopes, ciervos y jabalies, entre otros, tendrian importancia por el
hecho de poder portar y transmitir el virus a los animales domésticos.

A pesar de haber sido descripta ya en la Edad Media® y de ser la
primera enfermedad animal donde se reporté a un virus como su agente
etiolégico’®, 1a Fiebre Aftosa aun continua afectando a extensas &reas del

planeta incluyendo Africa, Europa oriental y varios paises de Sudamérica y

Asia, incluyendo el Lejano y Medio Oriente.
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1.2. Sintomatologia, transmisién y estado portador

La Fiebre Aftosa posee las caracteristicas de un enfermedad febril de
curso agudo acompafiada por la aparicion de vesiculas epiteliales de
ocurrencia variable conteniendo virus infeccioso, que usualmente suelen
afectar la boca, las pezuias, el rumen y las mamas. La aparicién de estas
vesiculas, que puede complicarse con la ocurrencia de infecciones
bacterianas, hace dificultosa la alimentaci6n y traslado de! animal®®’. Los
casos fatales se circunscriben a individuos jévenes, en especial de bovinos y
porcinos, los cuales pueden desarrollar cuadros de miocarditis con
determinadas cepas virales.

Durante la infeccidn natural, la puerta de entrada mas comun es el tracto
respiratorio superior'4® 4. Las especies porcinas parecen mas susceptibles
que otras a la infeccion por el tracto digestivo mientras que las lesiones en la
piel pueden también constituir una via de acceso para el virus. En todos los
casos muy pocas unidades infecciosas son suficientes para iniciar el
proceso infectivo, una de las razones de la gran facilidad de contagio.

Dentro de las dos a cuatro horas después de la infeccién se puede aislar
virus de las secreciones del tracto respiratorio superior®®, siendo la
orofaringe y los tejidos linfoides asociados, los sitios de replicacion
primarios*!. De la viremia resultante, se establecen los sitios de replicacion
secundarios en los tejidos de predileccion: epitelio podal, epitelio lingual,
glandula mamaria y otros érganos internos'’®.

A pesar de que la secrecién de virus se produce ya desde la incubacion
temprana de la enfermedad con pocos o nulos signos clinicos, es luego de la
replicacién secundaria que se produce la mayor diseminacion de particulas

virales?%2,
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La respuesta inmune inducida contra el virus es la responsable de la
desaparicion de la viremia y la posterior reconstitucion de los tejidos
danados, en el lapso de 15 a 20 dias. Luego de la infeccion, si bien en
general los animales se recuperan completamente, algunos de ellos pueden
permanecer persistentemente infectados. Este estado de portador puede

durar desde pocas semanas hasta afios dependiendo de la especie?'® 228

Y
puede también producirse luego de infecciones subclinicas o en animales
con una inmunidad parcial o insuficiente. Estas condiciones suelen
presentarse en zonas endémicas para el VFA donde los animales estan
periédicamente expuestos al virus y mantienen bajos titulos de anticuerpos
neutralizantes (AcN). En estos casos la replicacion se da en la orofaringe, ya
que la inmunidad humoral previene contra la generalizacion de la
enfermedad'®®.

La importancia de! estado portador radica no sblo en el hecho de que
estos animales funcionen como reservorio natural del virus sino también en
la posibilidad de que el virus genere variantes durante la replicacion en los
mismos. Fueron reportados cambios en la virulencia de virus provenientes
de animales portadores por Sutmoller et al?'®, como asi también

variaciones en la antigenicidad®® 1% Las variantes asi surgidas pueden

escapar a la inmunidad generada por la vacunacion en el resto de la

poblacién susceptible.

1.1.4 Distribucién geografica

La Fiebre Aftosa representa una enfermedad de amplia distribucion
geogréfica, siendo enzodtica en todos los continentes con excepcién de
Australia. Nueva Zelanda, Japon, Islas Britanicas y Europa occidental’®2. En

el continente americano, Estados Unidos, paises de Centro América desde
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el norte de Panama e Islas del Caribe asi como Chile, region norte del
Choco en Colombia, Guayana Francesa, Guyana y Surinam en América del
Sur se encuentran libres de la enfermedad. Cabe mencionar la situacion
epidemiolégica del Uruguay donde no se ha registrado la aparicion de la
enfermedad desde Julio de 1990, por lo que ha sido declarado pais libre sin
vacunacion (Informe OIE, 1993).

La Argentina no ha presentado focos de infeccion desde el mes de Abril
de 1994, mientras que la Patagonia Argentina (sur del paralelo 42), ya ha
sido declarada zona libre de la enfermedad, registrandose el ultimo brote en
Tierra de Fuego en el aiio 1966 (SENASA, Boletin informativo, Julio 1994).

Esta situacion ha permitido en 1995 el aumento de las exportaciones de
carne desde la Argentina a los Estados Unidos, Comunidad Econbémica
Europea y Brasil, como asi también la apertura de mercados en el sudeste

asiatico (Malasia) y América del Sur (Chile)

1.1.5. Impacto econémico y medidas de control

La Fiebre Aftosa constituye una de las mas devastadoras enfermedades
para las especies domésticas productoras de alimentos, debido a las
caracteristicas ya expuestas de transmision y contagiosidad extrema, y a su
amplia distribucion geografica'® 201

El alto grado de morbilidad y subsecuente debilitacion, la pérdida de
productividad y las lesiones asociadas a infecciones secundarias hacen de
la Fiebre Aftosa un problema importante para los productores ganaderos e
industrias relacionadas'®'. Las zonas afectadas en forma endémica deben

afrontar serias restricciones en los mercados mundiales para la exportacion

de animales y de sus productos derivados, como asi también los costos de la
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implementacion de medidas de control y erradicacion, originando grandes
pérdidas econdmicas a nivel regional*®,

En los paises de la Comunidad Econémica Europea se suspendid la
vacunacion antiaftosa en junio de 1991, luego del éxito alcanzado en el
control de la enfermedad a través de las vacunaciones. Cabe sefalar que
entre 1993 y 1994, sin embargo, se registraron un brotes en ltalia, Bulgaria y
Grecia (Informe OIE, 1994).

A través de los afos los brotes en las areas libres de la enfermedad han
sido erradicados por medio del sacrificio de los animales infectados y
expuestos®. Adn cuando estos procedimientos son muy costosos, los
perjuicios que acarrea la Fiebre Aftosa endémica justifican tal inversion'#!.

La mayoria de los paises en los cuales la enfermedad es enzoética o que
estan expuestos repetidamente a contaminaciones provenientes del exterior,
procuran controlar los brotes con medidas de cuarentena y de vagunacion.
Las areas afectadas son aisladas y se procede a la vacunaciéon de todos los
animales susceptibles en una ancha zona de proteccién®®. 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 ocurrié en México
de 1946 a 1953"4

En América del Sur se realizan campafias de vacunacion que cubren
entre el 80 y el 90 % de los rumiantes existentes en la mayoria de las areas
bajo programa. En paises como Argentina, el control se realiza mediante la
inmunizacién preventiva de todo el ganado y el seguimiento epidemioldgico
de cualquier foco de la enfermedad.

Generalmente los focos de infeccién se presentan en areas de cria extensiva

con alto porcentaje de animales portadores. Estas zonas presentan la

complicacién adicional del nacimiento de terneros que incorpora al medio
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nuevos animales susceptibles, y la existencia de una fauna silvestre que
incrementa el numero de reservorios (Centro Panamericano, Banco de
datos, 1972-81).

Desde 1993, se puso en marcha en la Argentina el "Plan Nacional de
Control y Erradicacién de la Fiebre Aftosa". En la figura 1 se observa la
evolucion en el numero de focos reportados hasta 1994. Desde abril de 1994

no se han reportado nuevos brotes de Fiebre Aftosa en el pais.

Nro. de FOCOS
1600 |
Ay
1400 A48
1200
1000 ¢
800 |
600 +
400
200
T 234 18
0 +———mo- —+ + -+ ARO
85 86 87 88 89 90 91 92 93 94

Figura 1. Registro de focos de Fiebre Aftosa en la Republica Argentina (Anuario 1993 del
Servicio Nacional de Sanidad Animal, SENASA y datos epidemiol6gicos del CICV-INTA-
Castelar).
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2. EL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

El virus de la fiebre aftosa (VFA), es el unico representante del género
aphtovirus dentro de la familia Picomaviridae. Existen 7 tipos seroldgicos
determinados por la técnica de fijacion de complemento: A, O, C, SAT1,
SAT2, SAT3 y Asia1 y cerca de 67 subtipos incluidos en estos 7 tipos'®. A su

vez, cada subtipo agrupa a cientos de cepas.

2.1. Caracteristicas generales de los Picomavirus

1.- Capside viral compuesta por 60 copias de cada una de las proteinas
virales estructurales. Estas proteinas poseen una estructura tridimensional
poliédrica muy conservada en todos los miembros de la familia’.

2.- Genoma consistente de una unica molécula de ARN (+) infeccioso
tanto "in vivo" como "in vitro" % %8,

3.- Traduccién del ARN viral en una poliproteina cuyo procesamiento,
producido en varias etapas, da lugar a las proteinas estructurales y no
estructurales del virus'?”. 120,

4.- Replicaciéon del ARN que implica la sintesis de una cadena de ARN (-),
complementaria al ARN viral, y que constituye un intermediario replicativo
que puede ser aislado de células infectadas. El complejo de replicacién esta
asociado a la membrana celular e incluye a la polimerasa viral y al ARN que
es utilizado como templado'?7- 208,

En funciéon de sus propiedades fisico-quimicas los Picornavirus han sido
organizados en cinco géeneros: enterovirus, rinovirus, cardiovirus, aftovirus y

hepatovirus'%% 5% Cada grupo posee ademas caracteristicas propias de

infeccion en los hospedadores susceptibles.
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Cada género es a su vez subdividido en tipos y subtipos mediante la
caracterizacion de sus antigenos de superficie®® 2% (tabla 1). En el caso de
la familia de los aftovirus se han detectado 7 serotipos: A, O, C, ASIA 1,
ASIA 2, ASIA3 y SAT1, con diversa distribucién geogréfica.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los Picomaviridae

Enterovirus Cardiovirus Rinovirus Aftovirus
Miembros Polio (3) Encefalomiocar- | Humanos (113) | Virus de la Fiebre
(n® de Coxsackie A (23) | ditis Bovinos (12) Aftosa (7)
serotipos) Coxsackie B (6) | Mengo, Thelier
ECHO (31) Maus Elberfeld
Hepatitis A (1) Columbia SK,
Enterovirus (40) | etc
Rango de Estrecho Amplio Estrecho Amplio
Huéspedes
Didmetro (nm) | 22 - 28 24 -30 24-30 23-25
Estabilidad al | estable a labiles a pH=5 - | labiles a pH <5 | labiles pH <6.5
pH pH=3-10 7 en presencia
de 0.1M Cl o Br
Densidaden | 1.34 1.34 1.39-142 1.43-1.45
CiCs (g/ml)
Coeficiente de | 156 S (%) 1586S (™ 149S () 142-145S ("
sedimentacién
% ARN 29 31 30 31.5

2.2, Caracteristicas generales del VFA

*En gradiente de sacarosa (fuerza i6nica 0.04 - 0.15) pH=7,3-76.

El VFA consiste en una capside desnuda de 30 nm de diametro. Tiene un

peso molecular de aproximadamente 7x108 Da y contiene un genoma de
cerca de 8500 nucleétidos'®. Su composicién quimica es aproximadamente

de un 30% ARN y un 70% proteinas'®4.
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2.2.1. Estructura de la capside

La capside viral posee forma icosaédrica y esta compuesta por 60 copias
de cada una de 4 proteinas designadas VP1, VP2, VP3 y VP4%2 producidas
por clivaje post-traduccional de un precursor comun?’®. Estas mismas cuatro
proteinas estructurales también se denominan 1D, 1B, 1C y 1A,
respectivamente'®S. El virién contiene ademés 1 6 2 copias de dos proteinas
minoritarias denominadas VPO (precursora de VP2 y VP4) y 3D (polimerasa
viral). La estructura tridimensional de la capside del VFA de los serotipos O y
C fue determinada por la técnica de difraccion de rayos X del virus
cristalizado’ 9" 2 Tanto VP1 como VP2 y VP3 se hallan parcialmente
expuestas, mientras que VP4, la mas pequeiia de las proteinas

estructurales, es totaimente interna®" (figura 2).

Figura 2. Representacion de la estructura, a nivel atémico, de la capside del VFA O4 Kb. En
azul se muestran los residuos de VP1, en verde los de VP2 y en rojo los de VP3 (extraido de
ref. 1).
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A pesar de las diferencias en la secuencia primaria VP1, VP2, VP3
adoptan una misma configuracién espacial denominada “barril B". Esta
estructura consiste en ocho cadenas con estructura secundaria de hoja
plegada B, ubicadas unas sobre otras y conectadas entre si por bucles o
loops que sobresalen de la superficie. Las cadenas B forman las paredes del
barril (BIDG la anterior y CHEF la posterior). Los bucles entre las cadenas
son identificados por las letras que denominan las cadenas que conectan;
asi el bucle G-H conecta las hojas B G y H (figura 3).

La subunidad biolégica o protomero corresponde a una molécula de VP1
asociada a una de VP2 y a ofra de VP3 perteneciente al area triangular
adyacente, adquiriendo en conjunto una forma similar a un "barrilete”. Los
protdmeros a su vez se agrupan en pentameros que son la principal de las
estructuras en que se disocia la particula viral completa al ser expuesta a pH
menores a 5 7.

Doce de estos pentameros son los que se asocian para conformar la

estructura icosaédrica que presenta el virion.

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura "barril * que adoptan VP1, VP2 y
VP3 (extraido de ref. 113). Las hojas plegadas B estan representadas por flechas e
identificadas por letras (B a ). Las estructuras en forma de hélice a se representan como

cilindros.
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2.2.2. Caracteristicas antigénicas del VFA

El virion intacto tiene un coeficiente de sedimentacion de 146S. La
particula 146S, por tratamiento a pH acido, es facilmente disociable en
subunidades virales 12S8'%*, que corresponden a pentameros de VP1, VP2 y
VP3, y un precipitado insoluble que contiene a VP43, Existe, ademas, otro
tipo de particula viral generada luego de la infeccidn, que posee un
coeficiente de sedimentacion de 75S y que corresponderia a capsides
vacias. Este producto naturalmente defectivo contiene VP1, VP3 y VPO pero
no contiene ARN?%®.

La proteina VP1 es la que posee los determinantes antigénicos
principales del VFA y esta involucrada también en el reconocimiento del
receptor en la célula blanco®. Esto queda demostrado cuando se trata al
virus aftoso intacto con tripsina, lo cual lleva al clivaje de VP1 y a una
consecuente pérdida de infectividad, inmunogenicidad?3® y de la capacidad
del virus para interactuar con su receptor en células susceptibles?!.

A pesar de que todas las proteinas estructurales guardan caracteristicas
de arquitectura comunes entre serotipos existen grandes diferencias en la
secuencia primaria de cada una de ellas, en especial en sus sitios expuestos
(figura 4).

Para algunos miembros de la familia Picomnaviridae como el rinovirus HRV
14790 poliovirus''3 y mengovirus'3® se ha formulado la llamada "hip6tesis
del caiién" que propone que el sitio de union a la célula se encuentra en una
depresion, oculto de la vigilancia del sistema inmune. E! VFA, en cambio, no
se ajusta a este modelo sino que al contrario, en este virus uno de los
posibles sitios receptores y la porcibn mas inmunogénica de la capside

forma una protusidn desordenada, coincidente con un bucle o /oop en la

superficie del virion®°.
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Figura 4. Variacion en los residuos superficiales de un pentamero del VFA, formado por 5
copias de cada una de las proteinas estructurales. Los residuos en azul corresponden aVP1,
los verdes a VP2 y los rojos a VP3. Los residuos en blanco representan los aminoacidos de
cualquiera de estas 3 proteinas, que son distintos entre los serotipos A, O y C (extraido de
Annual Report 1994, Institute for Animal Health, Pirbright, U.K.)

No fue hasta 1993 cuando la estructura de este bucle comprendido entre
los aminoacidos 141 a 160 (foop GH) pudo ser definitivamente dilucidada3'.
Aunque tanto la secuencia como la longitud de este bucle son altamente
variables entre cepas, existe dentro de él una secuencia fuertemente
conservada entre serotipos. Se trata de un triplete de aminoacidos Arg-Gly-
Asp (RGD) localizado en las posiciones 145-147 de VP1, que recientemente
ha sido identificado como un ligando de la vitronectina, proteina que
compone la matriz extracelular y miembro de la familia de receptores
denominados integrinas?’. A pesar de esto, pareceria que esta secuencia no
es la unica responsable de la unién del virus a la célula blanco, ya que
removiendo el extremo C-terminal de VP1, la capacidad de unién del virién a

las células también se ve afectada’®°.

Basados en estudios de secuenciacion de variantes antigénicas que

escapan a la neutralizacion ejercida por anticuerpos monoclonales (AcM),

Introduceion 13



-

como asi también, en ensayos de competencia con AcM entre virus y
péptidos sintéticos que mimetizan segmentos de la particula viral, se han
identificado sitios antigénicos, en los serotipos A2 198. 223 (3121, 167, 236 y, ¢
126. 140 de) VFA.

Tales sitios antigénicos se hallan distribuidos en tres de las cuatro
proteinas estructurales. Los epitopes virales lineales se hayan localizados
en la mitad carboxiterminal de VP1, ya que fragmentos de esta zona
obtenidos por diferentes métodos (clivaje con agentes quimicos, péptidos
sintéticos) también inducen AcN? 174238,

Un estrecho segmento dentro de VP1 representado por la secuencia
comprendida entre los residuos aminoacidicos 140-160 (loop GH), antes ya
mencionada por tener relacion con el receptor del VFA, contendria los
epitopes mas importantes para la induccion de AcN’® 174, Tal regién dentro
de VP1 fue denominada "sitio A" en el serotipo C.

Para el mismo serotipo se halld otra region antigénica, el “sitio C*, que
incluye los UGitimos quince aminoacidos (residuos 200-213) en el extremo
carboxilo terminal de la misma proteina. Si bien en el serotipo C este sitio es
independiente del “sitio A", en el serotipo O, ambos forman un solo sitio
discontinuo, llamado “sitio 1°.

En el serotipo O se ha descripto otro sitio dentro VP1, denominado “sitio
3", ocupando la region del loop B-C (residuos 43-45)'%'. Se ha reportado
que ciertas sustituciones en este sitio pueden alterar la antigenicidad del
“sitio 17 168,

Otros estudios han determinado la existencia de epitopes B sobre VP2 y
VP323121.223 g, ¢ serotipo O se identificd un regidn antigénica denominada
"sitio 2", que abarca el /Joop B-C (residuos 70-77) y el loop E-B adyacente

(residuo 131) de VP2. Otra regién de importancia antigénica, conformada por

los residuos 56-58 de VP3, fue denominada "sitio 4".
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En el serotipo C existe un sitio discontinuo que involucra a la regiones de
las proteinas VP2 y VP3. Este sitio conformacional unico llamado "sitio D"

pareceria ser analogo a los sitios 2 y 4 del serotipo 0'3°,

2.2.3. Genoma

Como otros Picormavirus, el VFA posee una unica cadena simple de ARN
de polaridad positiva, de aproximadamente 8500 nucleétidos. La misma
presenta una pequeda proteina, VPg, covalentemente unida a su extremo 5',
un segmento intemo de poli (C) cerca del extremo §' y una secuencia poli(A)
en su extremo 3 15200 | 3 masa molecular de ARN es aproximadamente de
2,8 x 108 Da y la infectividad del ARN libre es aproximadamente 10° veces

menor que la del virus intacto’".

i) Poli (C)

Una de las caracteristicas del VFA que es compartida con los
cardiovirus es la presencia de residuos de poli (C) cercanos al extremo &'
10 1 a longitud del poli (C) es variable (entre 100 y 200 residuos)
dependiendo de la cepa viral. Asi mismo, existe variacion de tamafio entre
virus obtenidos de diferentes aislamientos o de distintos huéspedes®! .

La funcion precisa del poli (C) es desconocida. Se ha intentado

8 aunque las

relacionar el tamafio de este segmento con virulencia'
evidencias son contradictorias®®. Esta region es potencialmente inductora
de interferon, el cual dispara un mecanismo de atenuacion de la
replicacion litica de VFA persistente en animales portadores por la
induccién de un estado antiviral en células infectadas y en las células

vecinas.
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ii) Poli (A)

La longitud del poli (A) varia entre 40 y 100 nucleétidos®® 178 El rol de
esta region no esta bien determinado, pero se ha demostrado en el virus
de la encefalomiocarditis y en poliovirus que los genomas con poli (A)
naturalmente mas corto'® o artificialmente acortados?®®, tienen una
infectividad especifica menor que aquellos con secuencia de poli (A) mas
largas, lo que indicaria que esta region es importante durante la infeccién.

iii) VPg

A diferencia de la mayor parte de los ARN mensajeros celulares y
virales, el ARN de los Picornavirus no posee un grupo CAP
(m7G(5')pppG(5')-Np) en su extremo 5 ®. Sin embargo, en varios
Picomavirus, incluido el VFA, se encontré6 una proteina de bajo peso
molecular, denominada VPg, unida covalentemente a este extremo'?3. 128
Varias observaciones sugieren que la VPg (0 su precursor) estaria

involucrada en la replicacion del ARN, aunque su rol preciso no es aun

claro.

iv) Regiones no codificantes

E! ARN viral contiene ademas de la regién codificante dos regiones
extracistronicas. El extremo §' no codificante (de aproximadamente 1200
nucleétidos) esta formado por la regién "S" hacia el extremo 5' (de 400
nucledtidos) y la regién "L" (de aproximadamente 800 bases), ubicandose
entre estas dos zonas el fragmento poli (C). En la region "L" se encuentra
una secuencia que dirige la traduccion del mensajero, también presente
en células eucariotas, llamada sitio interno de entrada al ribosomal o
IRES. El extremo 3' no codificante posiblemente sea relevante en la

iniciacién de la sintesis de ARN de polaridad negativa.
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2.3. Ciclo replicativo 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 adsorcion; a esta le siguen la replicacion del material
genético y el ensamblado que suceden en el citoplasma de la célula

hospedadora y por uitimo la liberacién del virus por lisis celular'®*.

2.3.1. Adsorcién

La adsorcién es un 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®®. Esta etapa
es de particular interés ya que representa un determinante decisivo de la
susceptibilidad celular a la infeccion, influyendo en el tropismo y la patogenia

del virus®.

El primer evento en la infeccion implica la unidén del virus a receptores
especificos localizados en la membrana plasmética de la célula®. En
cultivos de células de rifdén de cerdo se encontraron entre 30 y 100
receptores por célula®®. Por otra parte estudios realizados en células de
rifén de hamster bebé (BHK-21) demostraron la existencia de 1 a 2,5 x 104
receptores virales por célula para los virus tipo A12 y 012, Los mismos
autores indicaron que los virus tipo A, O y C pueden, al menos, utilizar
algunos receptores comunes. Como se mencion6 anteriormente, en base a
resultados de inactivacion por accion de la tripsina, la VP1 ha sido postulada
como la proteina viral involucrada en la unién al receptor™?. Para la
adsorcion del virus a células BHK-21, es esencial la secuencia RGD en el
loop G-H de la proteina VP1%, aunque el virus puede penetrar también

formando complejos antigeno-anticuerpo utilizando receptores de Fc en la
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superficie de la célula a infectar’®®. Recientemente se ha observado que el
receptor en células LLC-MK2, es una integrina que actua normaimente como
receptor de la vitronectina, aunque esto no descarta la posibilidad de que el

virus use otros receptores celulares?’.

2.3.2 Penetracién y desnudamiento

El proceso de entrada del VFA a travées de la membrana, esta bien
diferenciado del de enterovirus y rinovirus. En estos ultimos, la entrada a
través de la membrana involucra la alteracién de las particulas virales,
alteracién que implica la pérdida de la proteina VP4 y un aumento a la
sensibilidad al tratamiento con SDS al 1 %’°. En el VFA y en cardiovirus sin
embargo, no se ha descripto ningun tipo de forma intermediariaZ?.

La penetracion dentro de la célula hospedadora parece ser dependiente
de la disponibilidad de energia ya que no ocurre en células muertas aln
cuando el virus permanece absorbido a su superficie®*. 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
las 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®® 51,

2.3.3 Mecanismo de replicacién del ARN genémico

El genoma viral liberado al citoplasma se une a los ribosomas y demas
proteinas de la maquinaria biosintética de la celula hospedadora. La
traduccion del ARN comienza en su extremo 5' resultando en una

poliproteina que es rapidamente procesada’®.
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La replicacion del ARN viral involucra la sintesis de una cadena
complementaria de polaridad negativa (-) que es utilizada para amplificar el
numero de cadenas de ARN (+). El proceso de replicacion tiene lugar por
medio de la formacion de un intermediario replicativo de ARN doble cadena
asociado al reticulo endoplasmatico liso'”'. La elongacion de ambas
cadenas es realizada por una ARN polimerasa viral dependiente de ARN

(3D)161.

2.3.4.Traduccion, sintesis de proteinas virales y formacion del virién

maduro

Tempranamente, luego de la infeccion de las células por el VFA, se
produce la inhibicién de la sintesis de ARN y proteinas celulares'®. Esto
coincide con la aparicién de los primeros productos virales identificables. El
producto primario de la traduccion es una poliproteina que corresponde a la
totalidad de la regién codificante de aproximadamente 250 Kd®. Dicho
precursor poliprotéico no se detecta dado que los primeros clivajes tienen
lugar durante su traduccién, originando 4 proteinas precursoras primarias
(PO-P3) que, a través de clivajes secundarios (mediados por proteasas
virales), generan las proteinas estructurales y no estructurales que se
encuentran en células infectadas.

Existen dos sitios de iniciacidn de la traduccidn, encuadrados dentro del
mismo marco de lectura, desde los cuales resultan dos proteinas "leader”, L
y L', con distinta longitud ya que difieren en 28 residuos de la zona
aminoterminal'®. Los péptidos precursores se encuentran dispuestos, de
acuerdo al orden de traduccién en sentido 5' - 3/, de la siguiente forma: PO

(LL'), P1 (1ABCD-2A), P2 (2BC), P3 (3ABCD) (figura 5).
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Figura 8. Organizacion y expresion del genoma del VFA.

2.3.5. Empaquetamiento del ARN viral

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo el empaquetamiento del
ARN viral aun no se ha demostrado. Evidencias experimentales han
relacionado a este proceso con la replicacién del ARN. La sintesis del ARN
podria dar la energia necesaria para la insercion del mismo en la
procéapside’®4.

La entrada de la molécula de ARN en la procapside (particula vacia)
resulta en la formacion del provirion, protegiendose de este modo al genoma
viral de la accién de nucleasas®”. La formacién del virién maduro de 146S
involucra el clivaje de casi la totalidad de cadenas VPO para dar VP2 y VP4,
lo que lleva al reordenamiento de la capside viral y constituye el ultimo paso

de la maduracién viral'%.
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2.3.6. Liberacién del virién

En células de rifidn bovino infectadas con alta multiplicidad de infeccion
(MOI), la fase de eclipse dura de 100 a 110 minutos'’’, comenzando a
detectarse virus extracelular a los 150 minutos post-infeccion. Aunque
probablemente las particulas virales alcanzan el espacio extracelular como
resultado de una lisis mecanica de las células infectadas'®®, existe cierta
evidencia de una liberacion prelitica del virus a través de vesiculas

citoplasmaticas que emergen de células infectadas®’.
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3. LA RESPUESTA INMUNE

Un alto numero de especies ha desarrollado evolutivamente mecanismos
y sistemas que le permiten defenderse de una altisima variedad de posibles
agentes invasores potencialmente patégenos.

En los organismos mas evolucionados tales mecanismos de defensa son
llevados a cabo por el sistema inmune, un conjunto disperso de 6rganos,
tejidos, células y factores solubles encargados de producir respuestas
apropiadas ante la entrada de los agentes invasores.

Cualquier sustancia extraiia al organismom capaz de inducir respuesta de
parte del sistema inmune, es denominada genéricamente antigeno. Dentro
de los elementos celulares y humorales que componen el sistema inmune,
se pueden diferenciar dos grupos: aquellos que son inducidos en forma
inespecifica ante cualquier antigeno que entra al organismo, y los que se
generan y activan en forma especifica contra un determinado agente.

Los primeros son los que constituyen la parte innata de la respuesta, y
estan representados por las células fagociticas (macréfagos, monocitos,
neutrofilos, basofilos y mastocitos), las llamadas natural killer (NK) y factores
solubles como el complemento y los interferones (IFN) a y B, entre otros.
Estos elementos son los primeros en actuar para contener la invasion en sus
inicios.

Los ultimos llevan adelante la respuesta adaptativa o especifica, que se
activa ante la persistencia del agente en el organismo. Las células del
sistema inmune que poseen especificidad por un antigeno determinado son
los linfocitos, mientras que las inmunoglobulinas producidas por algunos de
ellos, son los factores humorales especificos.

Existen diversas clases de linfocitos, agrupandoselos basicamente en

linffocitos B y T. Las células B son las encargadas de producir los
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anticuerpos, en presencia del antigeno para el que son especificas y de
mensajeros solubles sintetizados por otras células del sistema inmune. Para
los linfocitos T se diferencian dos fenotipos generales en relacion al rol que
cumplen durante el establecimiento de una respuesta especifica: las células
T colaboradoras, también llamadas helper (Th), y los linfocitos T citotdxicos
(Tc). Estos dos ultimos tipos también son denominados CD4+ y CD8+,
respectivamente, debido a la presencia de las proteinas homonimas en sus
membranas citoplasmaticas.

Ambas partes del sistema inmune, innata y adaptativa, funcionan
estrechamente relacionadas y de hecho en todos los 6rganos y tejidos,
coexisten células y factores de ambas, siendo imprescindible la interaccion
de células y mensajeros quimicos de la parte inepecifica para activar la

respuesta especifica'®’.

3.1 Subpoblaciones de linfocitos y citoquinas

Todos los linfocitos experimentan una serie de cambios fenotipicos
durante su proceso de maduracién, que les confieren caracteristicas propias
que permiten distinguirlos en sus distintos estados de diferenciaciéon y
activacion. Sin embargo, son los linfocitos T los que poseen mayor
heterogeneidad de tipos celulares debido a que deben cumplir una mayor
variedad de funciones en relacion a las células B.

Los linfocitos Th son los primeros en activarse durante el desarrollo de
una respuesta especifica. Estos reconocen al antigeno para el que son
especificos, asociado a las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase |l, presente en las membranas de ciertos
fagocitos, llamados células presentadoras de antigeno (CPA). Durante su

activacion los linfocitos Th sintetizan mensajeros quimicos, pertenecientes al
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grupo de las citoquinas, que sirven de co-estimulacién para la presentacion
antigénica.

Luego de su activacion los linfocitos Th, colaboran en la activacion de
los linfocitos B y Tc. Ambos tipos celulares precisan, ademas del
reconocimiento del antigeno especifico, la presencia en el medio de
citoquinas sintetizadas por las células Th activadas. Los linfocitos B pueden
reconocer al antigeno en forma soluble a través de inmunoglobulinas de
membrana que funcionan como receptores, mientras que los linfocitos Tc
solo identifican a su antigeno asociado a proteinas del MHC de clase | que
estan presentes en todos los tipos celulares, a excepcion de los eritrocitos y
espermatozoides.

Las citoquinas son mensajeros quimicos que no pertenecen
exclusivamente al sistema inmune, ya numerosas tipos celulares del sistema
endocrino y nervioso poseen receptores para ellos y tienen la capacidad de
sintetizarlas'®”. Se han descripto numerosos tipos de citoquinas, cada una
de las cuales con una capacidad particular de modular diferentes actividades
celulares. Si bien inicialmente fueron descriptas para el ratdn, luego fueron
descubriéndose proteinas analogas u homologas en otras especies. En
bovinos se han descripto un alto nimero, algunas de ellas con una gran
similitud estructural a las murinas y humanas® 8 37. 56. 111, 159, 212, 224 44, 4ag
ellas con una funcién especifica.

Las citoquinas requeridas para la activacion de los linfocitos B son
diferentes a las necesarias para la activacion de los linfocitos Tc vy
macréfagos. En funcién a esto se describidé inicialmente en ratén, la
existencia de dos fenotipos de células Th, cada uno con un perfil Unico de
citoquinas que era capaz de sintetizar'®, el cual les permitiria
preferencialmente la activacién de la respuesta celular o0 humoral. Estas dos

poblaciones fueron denominadas Th1 y Th2.
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Los linfocitos Th1 serian los que tienen la capacidad de sintetizar IL-2,
IFN-y y factor de necrosis tumoral-a. (TNF-t) y estarian relacionados con la
eliminacion de las células infectadas. Actuarian modulando la respuesta de
las células Tc, fagocitos activados y células NK. Por otro lado la
subpoblacién Th2 secretaria IL4, IL-5, IL-6 y IL-10 y estaria relacionada con
el desarrollo de la respuesta de anticuerpos cooperando con las celulas B
189 E| concepto de células Th1 y Th2 fue luego extendido a otras especies
como el hombre y el bovino, con algunas diferencias en el perfil de
citoquinas sintetizado por cada una de las dos subpoblaciones®®: 37: 212

Hoy en dia, algunos autores consideran este modelo como una
simplificacion de lo que realmente ocurre en la naturaleza, indicando que las
células T productoras de citoquinas in vivo no podrian clasificarse en
subgrupos discretos'16.

Para justificarlo estos autores sefalan en primer lugar que muchos clones
tanto de ratén como de humano no se ajustan exactamente a ninguno de
estos dos patrones de sintesis de citoquinas. En segundo lugar argumentan
que el modelo fue propuesto a partir del andlisis de clones de células T
cultivados in vitro, las cuales pueden no comportarse de igual manera que en
su medio natural in vivo. De esta forma se propone que tanto las células T
individuales como los clones, mostrarian una remarcable diversidad de
perfiles de citoquinas, formando un espectro continuo del cual las células
Th1 y Th2 sélo serian posiblemente sus extremos

En cambio, si esta demostrado que algunas de las citoquinas agrupadas
en cada una de estas dos subpoblaciones, como por ejemplo la IL-4 y el INF-
v, tienen efectos opuestos en una serie de parametros inmunolégicos''®.
Entre ellos se pueden nombrar, el desarrollo de los perfiles de citoquinas

producidos por los linfocitos T, el cambio de isotipo en las inmunoglobulinas

sintetizadas por las células B y varias funciones de los macrofagos.
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No obstante estos cuestionamientos, el concepto de Th1 y Th2 sigue
siendo ampliamente utilizado. La activacion de clones con el fenotipo Th1
suele relacionarse con infecciones intracelulares (virus, bacterias y
protozoos), mientras los clones Th2 jugarian un rol predominante en la
respuestas alérgicas y contra helmintos. Si bien los factores que gobiernan
esta polarizacién propuesta permanecen no aclarados, algunos autores
sostienen que la naturaleza de la respuesta no adaptativa inicial tiene un
papel preponderante en dirigir el balance hacia uno u otro extremo. Mientras
que la activacion de células NK y macréfagos, proveeria un microambiente
favorable para la aparicion de clones del tipo Th1 a través de la sintesis de
IFN~, la aparicion de clones Th2 se veria apoyada en la sintesis de IL4 por

parte de los mastocitos y baséfilos®.

3.2. Las inmunoglobulinas. La variacién isotipica, idotipica y alotipica

Las inmunoglobulinas funcionan como adaptadores bifuncionales ya que
pueden unirse por un extremo al antigeno para el que son especificas y por
el otro a una gran variedad de tejidos, tipos celulares y factores humorales
del sistema inmune. De esta manera pueden promover una serie de
mecanismos diferentes de respuesta ante la presencia de un antigeno.

Las moléculas de inmunoglobulina estan formadas en su unidad basica
por dos pares de cadenas polipeptidicas idénticas, dos mayores (cadenas
pesadas) y dos menores (cadenas livianas). Algunas clases de
inmunoglobulinas consisten en oligbmeros compuestos por 2 6 5 de estas
unidades basicas. La region que se relaciona con el antigeno esta
conformada por dominios pertenecientes a los cuatro polipéptidos y presenta
una altisima variabilidad entre inmunoglobulinas provenientes de diferentes

clones de células B. Por el otro lado, la regién reconocida por los elementos
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del sistema inmune esta constituida solo por los dominios del extremo
carboxi-terminal de las cadenas pesadas y es la que media las funciones
efectoras de la molécula*?. Dependiendo de la secuencia y estructura de
esta ultima regién, también llamada "region constante”, las inmunoglobulinas

se clasifican en clases y subclases'®®.

Tal como fue mencionado anteriormente los linfocitos B son los
responsables de la sintesis de los anticuerpos. Durante su desarrollo un
mismo linfocito B puede producir inmunoglobulinas pertenecientes a distintas
clases y subclases, las cuales poseeran una misma regién variable, pero se
diferenciaran en su region constante. Todas las variantes que pueden tomar
las regiones constantes de una molécula de anticuerpo, son los llamados
isotipos de la inmunoglobulina.

Asi como existen variantes isotipicas, las inmunoglobulinas pueden
presentar también variantes idiotipicas y alotipicas. Tanto las cadenas
livianas como las pesadas surgen de la recombinacion somatica de diversos
genes ubicados para cada una de ellas, en un mismo cromosoma. Asi
existen genes que son responsables de la secuencia de aminoacidos de la
zona variable y otros que lo son de la zona constante de cada cadena. De la
recombinacion de los distintos genes de la zona constante de la cadena
pesada surgen las variantes isotipicas, mientras que de la recombinacion de
los genes de las regiones variables surgen las variantes idiotipicas. Estas
ultimas dan lugar a las diversas regiones variables tanto en las cadenas
pesadas como en las livianas.

La variacion alotipica responde al hecho de que algunos genes de la
regién constante de las cadenas pesadas presentan mas de un alelo para
un mismo locus y por lo tanto una poblacion puede presentar mas de una

variante para estos genes.
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Los isotipos se diferencian entre si por sus propiedades tanto
bioquimicas como biolégicas. La cantidad y calidad de los isotipos
presentes en los mamiferos, difiere de una especie a otra. Asi mismo, no
existe equivalencia clara entre los isotipos existentes en las distintas
especies. Esto quizas sea la consecuencia de que su aparicion ocurrié en
forma posterior a los procesos de especiacion en la evolucién®®: 176,

De todas las clases de inmunoglobulinas, la IgG es la que presenta
mayor numero de variantes isotipicas. En el raton fueron descriptos cuatro
isotipos de IgG: IgG1, 1gG2a IgG2b e IgG3 8% 195 |os cuales muestran una
clara restriccion en relacion a la clase del antigeno inductor. Es decir el
isotipo del anticuerpo sintetizado tiene una fuerte relacion con las
caracteristicas del antigeno para el cual es especifico.

En el bovino fueron descriptos basicamente dos isotipos de IgG: IgG1 e
IgG2. A pesar de la alta heterogeneidad reportada para la 1gG2 bovina y
que en la literatura suelen encontrarse los términos "IgG2a" e "IgGb", no
existiria evidencia que la 1IgG2 presente tales "subsubclases”. Basados en
criterios inmunolégicos estas variantes no presentan diferencias en la
antigenicidad, no se han reportado distintas funciones bioldgicas entre estos
ellas, como tampoco hay evidencias de que existan dos genes diferentes de
cadena pesada que den lugar a estas variantes*> 4 46 La posicion mas
comunmente tomada a este respecto es que la gran mayoria de las IgG2
bovinas corresponden al isotipo 1gG2a y se identifica a este isotipo por ser
el que presenta dos variantes alotipicas A1 y A2. De hecho es usual hallar
que en la bibliografia se utilizan los términos IgG2 e IgG2a en forma
indistinta para referirse al mismo isotipo®®. El término IgG2b seria una

denominacién arbitraria, ya que no existen elementos para pensar que sea

un subtipo dentro de la IgG2.
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La heterogeneidad isotipica de las inmunoglobulinas, indica la existencia
de una relacidon entre estructura y funcion por la cual anticuerpos de ciertas
clases y subclases son caracteristicamente asociados con ciertas
modalidades de respuesta inmune 0 con ciertas funciones efectoras. La
regulacion de los isotipos producidos por las células B esta controlada por
la presencia o ausencia de linfoquinas sintetizadas por las células T
activadas®® 194 Recordando lo anteriormente mencionado en cuanto a que
el perfil de linfoquinas sintetizadas por las células T estaria profundamente
relacionado con la naturaleza del agente inductor, esto podria explicar la
restriccion observada en los isotipos de los anticuerpos inducidos luego de
la inmunizacién con determinados antigenos* 8 72 Asi la naturaleza
quimica y biolégica del agente, como la forma de presentarse al sistema
inmune'®, pueden determinar la sintesis de inmunoglobulinas con isotipos

que promuevan los mecanismos mas eficientes para su eliminacion.

3.3 Respuesta Inmune a una infeccién viral

Tal como fue descripto anteriormente el mecanismo de respuesta inmune
inducido luego de la entrada de un patégeno al organismo, se desarrollara
con diferentes formas segun el agente, tanto para la respuesta innata como
para la especifica. En especial, la respuesta de citoquinas pareceria tener
profundas consecuencias en la determinacibn de los mecanismos a
cumplirse.

Las infecciones bacterianas tanto como parasitarias parecerian inducir
perfiles de citoquinas que se ajustarian a los tipicos de respuestas Th1 y
Th2, respectivamente. Durante una infeccion viral las principales células
efectoras que actuan son diferentes a las de aquellas dos, siendo por tanto

posible predecir que la respuesta de citoquinas en este caso no seguira
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exactamente ninguno de los caminos descriptos para aquellos otros
agentes. Luego de la entrada del virus, las citoquinas inducidas deben,
ademas de controlar las respuestas de anticuerpos, proveer las condiciones
para promover la activacion y regulacion de la respuesta temprana de
células NKy la posterior de linfocitos Tc.

Reuniendo datos preexistentes en relaciéon a la respuesta observada en
infecciones con diferentes virus en modelos murinos, un trabajo reciente
sugiere que esta es llevada a cabo en diferentes etapas, cada una de ellas
con caracteristicas propias y diferenciales?®.

La primera etapa estaria caracterizada por la produccion de IFN-a y -B por
parte de las células infectadas, la cual resultaria en la activacion y
proliferacién de las células NKZ2. No es claro si en esta etapa también, se
induce INF-y por parte de las células NK y/o IL-12 por parte de los
macréfagos.

La segunda etapa comprenderia la activacién y proliferacion de las
células Tc, a través de los mecanismos de presentacion antigénica en el
contexto de las moléculas del MHC de clase |. En esta etapa se registraria la
presencia simultanea de citoquinas del tipo 1 (IL-2 e INF-y) y del tipo 2 (IL4
y IL-10) como también de TGF-B. Esta ultima citoquina funcionaria como
inhibidora de las células NK y favoreceria las respuestas proliferativas de las
células T CD8+, inhibiendo a otras subpoblaciones. En esta fase también se
promoverian las respuestas de las células B y segun el tipo viral, esta etapa
podria concluir con la eliminacion del agente infectante.

Si bien la respuesta de citotoxicidad celular es decisiva en la eliminacion
de las células infectadas, y por la tanto de la infeccion para un gran numero
de tipos virales, en otros es muy importante la accién de los anticuerpos.

E! mecanismo por el cual un anticuerpo puede neutralizar una infeccion

viral depende tanto del agente viral como del isotipo de la inmunoglobulina.
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La neutralizacion directa de la infectividad viral puede ser el resultado de
una interferencia con la adsorcién, con la entrada, con el desnudamiento
luego de la entrada o por cambios conformacionales en la estructura del
virion’3. En ciertas especies, las inmunoglobulinas poliméricas como la IgA
secretoria y la IgM, pueden mediar la eliminacion del virus por agregaciéon o
por favorecer su fagocitosis por parte de células del sistema reticulo-
endotelial. Otros isotipos son eficientes en la fijacion de complemento y en la
opsonizacion de complejos inmunes facilitando la captura por fagocitosis.
Los virus envueltos pueden ser directamente eliminados por anticuerpos y
fijacion de complemento. A su vez, las células infectadas por virus envueltos
pueden ser lisadas por la accion directa de los anticuerpos y el complemento
o por citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC).

La tercera etapa descripta sélo se registraria en tiempos muy posteriores
a la infecciéon y exclusivamente en infecciones producidas por retrovirus,
asociandose a esta fase con la aparicion de sintomas de inmunodeficiencia
en el huésped. Durante la misma se producirian desajustes en las
citoquinas sintetizadas, hecho puesto de manifiesto por respuestas
inapropiadas de IL4 e IL-10 y por la reduccion de la presencia de las

citoquinas sintetizadas por células de la subpoblacién Th1.

3.4. Respuesta inmune frente al VFA

La inmunidad contra el VFA esta mediada por la presencia de AcN contra
las proteinas estructurales del virus y la proteccion contra el virus ha sido
comunmente relacionada con el nivel de tales anticuerpos en la circulacion

sanguinea'2 167, 219, 227

Los ratones adultos s6lo pueden ser infectados en forma experimental?!>

218 | a infeccién en esta especie se inicia mediante la replicacién viral
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principalmente en células pancreaticas, seguida por un aumento de la
viremia durante 72 hs post-infeccién®. A pesar de inducir una respuesta por
parte del sistema inmune, la infeccion con VFA no produce la aparicién de
sintomas clinicos en ratones. La accién del sistema inmune es la
responsable de la desaparicion de la viremia entre los 4 y 5 dias post-
infeccion (d.p.i.)®> 3. Es importante remarcar que a diferencia de otras
especies naturalmente susceptibles, no se ha podido detectar persistencia

de genoma viral en células de raton, habiéndose evaluado un gran nimero

de 6rganos’®.

Como ya fue mencionado la infeccién en bovinos, provoca en cambio, una
enfermedad febril de curso tipicamente agudo y con la aparicion de
vesiculas en los sitios de replicacion secundarios del tejido epitelial. En esta
especie en forma posterior a la infeccion, y luego de la eliminacion en la
circulacion sanguinea periférica de las particulas virales, pueden aislarse en
algunos animales particulas virales de liquido esofago-faringeo, como asi
también puede detectarse genoma viral en tejidos pertenecientes a la faringe
179 E| establecimiento y duracién de la infeccién persistente no pareceria
tener relacion con el nivel de AcN de los animales afectados®® %28,

Tanto en modelos de infeccion experimentales como el ratdbn o en
huéspedes naturales como el bovino, la respuesta de anticuerpos es rapida,
detectandose inmunoglobulinas de clase M aproximadamente a partir de los
3 dias posteriores a la infeccion (d.p.i). Aproximadamente a la semana se
registra la presencia de inmunoglobulinas seéricas IgG, las cuales persisten
de por vida en el ratén y por varios afios en el bovino®. En el bovino
también se registra la aparicién temprana de IgA en los fluidos faringeos. En
el inicio de la respuesta esta IgA provendria de la transudacion sérica, pero

luego esta seria exclusivamente sintetizada localmente por las superficies

mucosas del tracto respiratorio’®.
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Es importante mencionar que en todos los casos la inmunidad adquirida
luego de la infeccién, esta fuertemente restringida al serotipo infectante y por
lo tanto no protege contra la infeccioén con otros serotipos.

A diferencia de la coincidencia que existe en relacionar el nivel de
anticuerpos con la proteccién a la infeccién, el mismo grado de consenso no
se mantiene en relacién a los mecanismos por los cuales estos AcN median
dicha proteccion.

Algunos autores sostienen que los AcN cumplen su funcion afectando los
sitios virales destinados al reconocimiento del receptor celular, ya sea por
unién a ellos o por impedimento estérico, imposibilitando por tanto la
adsorcion de la particula viral a la célula. En este caso la eliminaciéon del
virus seria llevada a cabo a través de la formacién de complejos inmunes
entre los anticuerpos y las particulas virales, los cuales serian rapidamente
eliminados de la circulacién'®S 2,

Otros autores proponen en cambio que la proteccion estd mediada
exclusivamente por aquellos AcN que a través de la opsonizacién de la
particula viral puedan interactuar con las células del sistema reticulo-
endotelial induciendo su fagocitosis'*® 144, Es probable que ambos caminos
no sean excluyentes entre si y se lleven adelante simultaneamente, aunque
la importancia relativa de cada uno de ellos no estd aun claramente
establecida.

En cuanto al papel e importancia del sistema T colaborador en el
establecimiento de la respuesta protectiva, existen también distintas
posturas al respecto.

Para algunos autores el VFA se comporta durante la infecciébn como un
tipico antigeno T-dependiente, es decir la respuesta inmune especifica
contra el virus requiere la activacion de las células Th para la produccion de

anticuerpos por parte de las células B%. Estos autores recalcan la
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importancia de la participacion de tales células en el establecimiento de
memoria inmunoldgica.

Otros autores demostraron que tanto ratones atimicos (nu/nu) como
normales (nu/+) luego de la infeccién con VFA no mostraban diferencias en
el curso temporal de anticuerpos anti-VFA y que la viremia era eliminada en
ambos casos al mismo tiempo3. Estos mismos animales atimicos veian muy
disminuida su capacidad con respecto a los normales, para la sintesis de
anticuerpos contra antigenos T-dependientes. En el mismo trabajo ratones
normales irradiados e infectados, que eran repoblados sbélo con células B
provenientes de dadores infectados, demostraron ser capaces de abortar la
viremia en los mismos tiempos que aquellos reconstituidos con células
totales provenientes de los mismos dadores.

A partir de estos resultados se propuso que el VFA se comporta como un
antigeno 'T-optativo", ya que durante la infeccion o inmunizacién con
cantidades masivas de virus inactivado'’®, el sistema T tendria una baja
participacion en el establecimiento de una respuesta protectiva, mientras
que si la inmunizacién se realiza con bajas cantidades de virus inactivado,
como ocurre en las vacunaciones, la respuesta de anticuerpos involucra la
activacion previa de las células Th especificas.

Resultados obtenidos en ensayos de linfoproliferacién in vitro mostraron
que luego de la infeccion tanto en raton como en bovino, es extremadamente
dificil detectar la presencia de células Th especificas que se multipliquen
ante la presencia de la particula viral o antigenos derivados de ellay no
existen evidencias de esto en la bibliografia. Algunos autores sugieren que
el bajo nivel de deteccidén de células Th activas especificas para el VFA de
sangre periférica se debe a que su circulacion es limitada debido al tropismo
por ciertos tejidos de estas células y a que son secuestradas en los ganglios

linfaticos, aunque no existe confirmacién experimental para esta hipotesis’®.
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En cambio, si se detecta proliferacion de células periféricas
mononucleares de sangre de bovinos o provenientes de bazo de ratones,
luego de ser estos animales inmunizados con vacunas convencionales o
experimentales formuladas con VFA inactivado. Esto demostraria el diferente
compromiso del sistema T colaborador durante la construccién de la
respuesta inmune luego de la infeccién o de la vacunacién.

De la misma forma existen claras diferencias en cuanto al titulo alcanzado
y la duracién de los AcN sintetizados luego de la inmunizacién con vacunas
formuladas con virus inactivado. En todos los casos estas inducen menores
niveles de AcN, los cuales se mantienen circulacion por periodos mucho

menores de tiempo'®!.
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4. VACUNAS CONTRA EL VFA

Las vacunas formuladas con virus inactivado, como la del VFA, deben
cumplir ciertos requerimientos. Primero, el antigeno viral debe poder
obtenerse en altas concentraciones y en cantidades lo suficientemente
grandes para permitir su produccién a gran escala. Segundo, la preparacién
viral debe poder ser tratada de forma tal que no queden residuos infectivos.
Tercero, en su formulaciéon deben incluirse sustancias adyuvantes no téxicas

para el animal, que estimulen la respuesta inmune del mismo hasta el nivel

de proteccion deseado.

4.1. Obtencién del antigeno viral

El virus obtenido del epitelio lingual de bovinos infectados fue la primera
fuente de antigeno viral utilizada para la formulacién de vacunas contra la
fiebre aftosa. Esta forma de obtencion del antigeno se mantuvo hasta
principios de los aflos '50. El virus obtenido se adsorbia a un gel de
hidroxido de aluminio (Al(OH)3) para luego ser inactivado con
formaldehido?32. El gel de hidréxido cumplia también las veces de sustancia
adyuvante de la respuesta generada por el virus inactivado.

Este método fue reemplazado por el desarrollado por Frenkel alrededor
del ailo 1950. Utilizando el procedimiento de replicacion viral sobre tejido
natural del hospedador, este investigador logro adaptarlo para la produccién
in vitro en gran escala®. Si bien el tratamiento del virus durante su
produccién era diferente al descripto anteriormente, las particulas virales
luego de ser cosechadas, clarificadas y filtradas eran adsorbidas en
hidroxido de aluminio e inactivadas con formaldehido, en forma analoga al
método anterior. Aunque su utilizacion ha sido cada vez menor, esta forma

de producciéon de antigeno se mantuvo hasta nuestros dias. El cultivo
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Frenkel encierra ventajas importantes respecto a otros, en cuanto a la
simpleza de su ejecucién, los altos y constantes niveles de produccién de
virus y el no requerimiento de adaptacioén del virus al sistema de cultivo, lo
que disminuye el riesgo de variacion antigénica durante la replicacion. Entre
los aspectos negativos se pueden enumerar la dependencia de epitelios
linguales, cuya disponibilidad puede variar dependiendo de la época, la
dificultad y lentitud en lograr un escalamiento de la produccion a mayores
niveles cuando la circunstancias asi lo requieren, y el bajo, pero inevitable,
nivel de contaminacién con bacterias y hongos que todos los cultivos Frenkel
acafrean consigo.

Ya en la década del '60 se comenzaron a establecer los cultivos en
monocapa de células como forma de produccién del virus. Si bien las
primeras experiencias fueron realizadas con células provenientes de cultivos
primarios de riidn de bovino, prontamente se comenzaron a utilizar lineas
celulares, en especial la derivada de células de rifién de hamster bebé o
BHK 21155,

La produccién a escala industrial de virus utilizando monocapas de
células BHK 21 en botellas giratorias resulté engorrosa, ademas de riesgosa
por la diseminacion de! virus en el laboratorio durante su cosecha. Por esta
razén el sistema de monocapas fue reemplazado por el de infeccién de
células BHK en cultivos en suspensién'®2. Por este método las células
pueden ser crecidas en tanques fermentadores de hasta 5000 litros de

capacidad, a los cuales se le agrega la semilla de virus a amplificar.
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4.2. Inactivacion del virus

El agregado de formaldehido nombrado anteriormente®? fue, hasta
tiempos recientes, el procedimiento mas usado en Europa para inactivar el
VFA. Sin embargo esta metodologia presenta algunos inconvenientes, entre
ellos que la cinética del proceso quimico de inactivacion no asegura la
completa eliminacion de la actividad del virus. A esto debe sumarse que
dependiendo del método de produccion del antigeno, la eficacia del proceso
no puede ser medida por métodos in vitro, ya que el gel de AI(OH)3
empleado previamente a la inactivacion, en algunos casos para adsorber el
virus resulta toxico para las células y por lo tanto existe el riesgo de una
inactivaciéon incompleta no pueda ser detectada.

Un método alternativo es la utilizacién por aziridinas, las cuales producen
una inactivacion mas eficiente y verificable, aunque tienen el inconveniente
de ser tOxicas para el humano, por lo cual fueron resistidas por los
productores de vacunas. La mas comunmente utilizada es la bromoetilamina
hidrobromida (BEA) que en forma de droga sélida presenta baja toxicidad.
Esta sustancia disuelta en solucién a pH=8 se transforma en la sustancia
activa etilenamina, la cual puede volver a ser desactivada por el agregado

de tiosulfato de sodio'.

4.3. Concentracién del antigeno

En la mayoria de los casos el antigeno viral debe ser concentrado antes de
su inclusion en las vacunas. Los métodos de concentracion fueron en general
diselados en relacién a los procedimientos de produccién del antigeno. Una
de las primeras metodologias de concentracion fue el tratamiento con
cloroformo y centrifugacion, el cual fue utilizado para virus producidos en

cultivos de lenguas de animales infectados y servia a la vez como agente
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esterilizante'®!. Otra forma utilizada fue la precipitacion de los complejos que
se forman entre el virus y el gel de Al(OH)3'8",

Actualmente las suspensiones virales obtenidas de los tanques de
fermentacion suelen ser concentradas por ultrafiltracion, siguiendo el método
descripto por Strohmaier con modificaciones?'®. Si bien la purificacién es
limitada, esta metodologia permite manejarse con grandes cantidades de
antigeno viral.

Otro método de concentracién utilizado a gran escala es la precipitacion
del virus por el agregado de polietilenglicol (PEG) y 6xido de polietileno
(PEO)?3'. La precipitacién permite a la vez de concentrar al virus, su
aislamiento de otras proteinas de las células BHK, asi como de proteinas

presentes en el suero afadido al medio de cultivo. El resultante de la

precipitacion puede ser almacenado en nitrégeno liquido hasta su utilizacién.

4.4. Vacunas en uso

El siguiente paso en la formulacibn de la vacuna luego de la
concentracidn del virus, debe ser la adicion a la suspension antigénica de
sustancias que funcionen como vehiculos. Tales sustancias en algunos
casos deben también cumplir funciones inmunoestimulantes. Este
requerimiento es debido a la baja inmunogenicidad que presenta el virus
inactivado. Actualmente las vacunas que se producen contra el VFA pueden
ser agrupadas en dos grandes conjuntos, las vacunas acuosas y las
oleosas.

Las vacunas acuosas fueron las primeras en desarrollarse ya que
incluyen a las formuladas con gel de AI(OH)3**2. La capacidad
inmunogénica de estas vacunas fue notablemente aumentada con el

afiadido de un componente purificado a partir de la Quillaja saponaria °°. El
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agregado de esta sustancia denominada saponina (Quil A, su factor activo)
permiti6 la prolongacién de la respuesta inmune con buenos niveles de AcN
mas alla de los 6 meses luego de la vacunacion.

La principal desventaja que presentan las vacunas acuosas es que la
respuesta de anticuerpos que producen es de relativa baja intensidad y
duracién, y es siempre menor que la inducida por las formulaciones oleosas.

Las primeras vacunas oleosas para el VFA fueron desarrolladas alrededor
del afio 1960 a partir de la llamada formulacién incompleta de Freund'®. Por
este método la suspension viral contenida en medio acuoso era mezclada
con una fase oleosa, formandose una emulsion agua en aceite. La fase
oleosa compuesta basicamente por aceites minerales carecia, a diferencia
de la formula original de Freund, del extracto de pared bacteriana para
disminuir las posibles reacciones adversas que su inoculacion pudiera
provocar en el ganado.

La aplicacién de las formulaciones oloesas puede producir en ciertos
casos, reacciones adversas en el sitio de inoculacion. Estas reacciones
fueron mejoradas al disminuirse el volumen inoculado y mejorarse la calidad
de los aceites empleados en la emulsion. Esto también implico el
perfeccionamiento de los métodos de concentracién de! antigeno'’.

La formulacién de las vacunas oleosas fue perfeccionada en nuestro pais,

197

desarrollandose nuevas mezclas de aceites minerales'®: Las

formulaciones oleosas son ampliamente las mas utilizadas en las campanas
de vacunacién. Actualmente la calidad de los inmun6genos empleados en
tales campanas en nuestro pais permitieron que la frecuencia de vacunacion
se reduzca a una vez al ano en los individuos adultos y dos veces en

animales hasta 2 anos.
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4.5 Vacunas experimentales

Los avances conseguidos en la tecnologia de produccién y preparacién
del antigeno viral, como asi también los descubrimientos realizados en
funcién a la formulacién, han permitido el desarrollo de vacunas de alta
calidad y elevada inmunogenicidad. Hoy en dia debido a la situaciéon mundial
de la enfermedad, los esfuerzos se dirigen al desarrollo de nuevas vacunas,
mas estables, mas seguras y sin efectos colaterales adversos.

La mayor estabilidad esta relacionada con el desarrollo de inmunégenos
sintéticos que a diferencia de las particulas inactivadas de VFA, presenten
mayor resistencia al manejo y tengan menores requerimientos de
refrigeracién para mantener su integridad antigénica.

La mayor seguridad también estd asociada al desarrollo de tales
antigenos sintéticos, ya que la tendencia sanitaria en una enfermedad
erradicada o en vias de erradicacion en una determinada zona es la
disminuir lo maximo posible el manejo del agente infeccioso. En el caso de
las vacunas anti-aftosa la ocurrencia de focos de infeccién en zonas libres
usualmente se relacionan con la existencia de vacunas inadecuadamente
inactivadas y/o con escapes de virus de las plantas productoras de tales

vacunas '3 118,

En la ultima década se realizaron importantes progresos al identificar las
secuencias nucleotidicas del genoma viral y la composicién de amino&cidos
de las proteinas derivadas. La introduccion de la tecnologia del DNA
recombinante y las pruebas realizadas con péptidos sintéticos vy
oligonucleétidos han dado paso al desarrollo de vacunas recombinantes y
vacunas a péptidos sintéticos. Sin embargo un denominador comun en todas
estas formulaciones es la baja capacidad protectiva que presentan frente a

la infeccién natural.
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Dentro de este contexto en los ultimos afos la investigacion sobre los
efectos de sustancias inmunomoduladoras como mejoradoras de vacunas
inmunogénicamente pobres ha cobrado particular importancia. Asi la
inclusién de adyuvantes en las formulaciones vacunales surge como una
posibilidad concreta que ayude a aumentar la eficiencia los nuevos
inmunégenos, que permita mientras tanto reducir la cantidad de virus
inactivado empleado por dosis, con la consigiente reduccion de costos y de

volumen de agente viral involucrado en la produccion.
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5. ADYUVANTES

Los adyuvantes han sido usados en la inmunologia experimental asi como
en la practica vacunal por mas de 70 afios'®. En forma simple se los define
como aquellas sustancias capaces de aumentar la respuesta inmune
humoral o celular contra un antigeno. La naturaleza tanto quimica como
bioldgica de las sustancias adyuvantes es muy amplia, aunque
fisiolégicamente los adyuvantes suelen ser sustancias extrafias para el
organismo, a excepcion de las interleuquinas empleadas como
inmunomoduladores %8,

El modo de accién de los adyuvantes fue resumido por Chedid® como
tres formas no excluyentes entre si:

i) la formacién de un depésito de antigeno en el sitio de inoculacion, el
cual es lentamente liberado.

ii) la presentacion del antigeno a células inmunocompetentes.

iii) la produccién de diferentes linfoquinas que actuan sobre las células
del sistema inmune.

El efecto de depésito, implica por un lado la liberacion lenta del antigeno
lo cual permite prolongar el tiempo de interaccion entre el antigeno, las
células presentadoras de antigeno y los linfocitos. Por otro lado genera un
sitio de inflamacidon con la consecuente atraccibn de las células
inmunocompetentes al lugar de inoculacion. Actian asi, las sales de
aluminio y las emulsiones agua en aceite® 2%. En el caso de las emulsiones,
las gotas conteniendo el antigeno pueden viajar hasta los érganos inmunes
secundarios, facilitando asi la presentacion del antigeno al sistema inmune.

Las sales de aluminio tienen ademas la capacidad de activar los factores
del complemento'®, aumentando el foco inflamatorio y facilitando el

establecimiento de la memoria B'%2.
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También ha sido descripto el llamado frapping linfocitario que consiste en
la migracion selectiva de linfocitos circulantes hacia un érgano linfoide en
especial. La importancia de este mecanismo reside en que el antigeno se
pone en contacto con una mayor cantidad de células inmunocompetentes.
Esta forma de estimulacién es inducida por adyuvantes tales como el
Adyuvante completo de Freund y Carynebactenum parvum entre otros'25.

En cuanto a la accidn sobre las células involucradas en la respuesta
inmune, estas incluyen macréfagos fijos y en circulacion, células de
Langerhans, células dendriticas, linfocitos T, y sus subpoblaciones, células
plasmaticas, células natural killer, y a toda la variedad de los linfocitos B7®.
Los adyuvantes pueden variar el fenotipo y comportamiento de un
determinado tipo celular, cambiando sus receptores de superficie, moléculas
de adhesién, moléculas accesorias o induciendo la sintesis de citoquinas u
otros mediadores quimicos.

Estos efectos tienen profunda implicancia en la célula ya que modifican la
respuesta a los estimulos exteriores, la migracién y establecimiento en un
determinado tejido y la comunicacién con otras células. En particular en los
linfocitos B estas modificaciones pueden llevar a la regulacion del isotipo de

los anticuerpos producidos®!: 8.

5.1. Adyuvantes utiiizados en este trabajo

i) Lipopolisacaridos

Los lipopolisacaridos (LPS) son sustancias con poder adyuvante extraidas
de la pared celular de bacterias Gram negativas. Luego de una infeccién con
tales bacterias, el LPS de sus paredes celulares funciona como endotoxina y
es por lo tanto inductora natural de una gama de respuestas inmunes no

adaptativas. De hecho existen receptores para LPS en las membranas de
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macréfagos y otros tipos celulares. Se postula que la potente actividad
adyuvante de esta endotoxina se encuentra en el residuo de lipido A,

Uno de los principales blancos del LPS para ejercer sus efectos son los
macroéfagos. El LPS induce la sintesis de citoquinas por parte de estos, en
especial IL-1 y en algunos casos también de otra citoquina inflamatoria, el
TNF ademas del IFNy*33. También induce el reclutamiento de macréfagos
como ceélulas presentadoras de antigeno5 y puede regular la expresion de
ciertos antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 112%,
favoreciendo de esta forma, el contacto de los antigenos procesados con las
células T colaboradoras. Por ultimo se describié que en este tipo celular
puede promover ademas la sintesis de precursores del 6xido nitroso (NO), el
cual tiene actividad bactericida?'4.

Es conocida la capacidad del LPS de actuar como un carrier
independiente de las células T, es decir por ser inductor de la sintesis de
anticuerpos especificos contra pequefios haptenos acoplados a é!1%7.

En el mismo sentido el LPS funciona como un mitégeno policlonal de las
células B',

También ha sido descripta la capacidad de estimular la inmunidad
mediada por células interactuando con el sistema T'®* También se
reportaron efectos sobre linfocitos, ya que el lipido A puede disminuir la
actividad supresora T° y de hecho se considera que parte de sus efectos
como adyuvante se deben a esta actividad'’.

Existen diferencias entre los LPS segun sea la bacteria de la que se lo
extraiga. Nuevamente, el comportamiento diferencial se relacionaria con la
composicion del lipido A. El LPS proveniente de Brucella abortus a
diferencia del proveniente de Escherichia coli es poco pirogénico, no es
letalmente toxico para conejos o embriones de pollo y no induce reaccion de

Schwartman'?®. En los experimentos llevados a cabo en este trabajo con
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LPS se emplea el extraido de Brucella ovis el cual no presenta reaccion

cruzada con Brucella abortus, factor importante para su empleo en bovinos.

ii) Pared celular de Mycobacterium

El llamado adyuvante completo de Freund contiene entre sus principales
componentes estructuras celulares enteras de mycobacteriage. Sin embargo
a pesar de su gran poder adyuvante, su uso fue restringido a la investigacion
debido a su alta toxicidad. Durante los afios ‘50 cuatro extractos bioquimicos
fueron producidos a partir de la pared de Mycobacterium". A partir de uno
de ellos, Wax D, se pudo aislar y purificar un tripéptido-monosacarido con
potente accion adyuvante y menor toxicidad. En la busqueda de derivados
sintéticos de aquel que fueran de menor tamafio y que presentaran menos
efectos colaterales, se llegé al descubrimiento del N-acetil-muramil-L-alanil-
D-isoglutamina, llamado también muramil-dipeptido (MDP)1%9,

El MDP aumenta la resistencia no especifica contra bacterias, hongos®?,
parasitos'!” y virus'33. La capacidad inmunogénica del MDP depende de la
manera en que es administrado. En soluciones salinas es buen inductor de
la inmunidad humoral inducida’z, mientras que en vehiculos oleosos es
activador de la inmunidad mediada por células®.

La ruta de inoculacién influye en los isotipos de los anticuerpos
producidos'?’ y dosis elevadas provocan un descenso de la produccién de
anticuerpos, posiblemente por activacion de linfocitos T supresores®.

El mecanismo de accion es complejo y no completamente entendido. El
MDP activa varios tipos de ceélulas, incluyendo macréfagos, mastocitos,
leucocitos  polimorfonucleares, plaquetas, células endoteliales y
fibroblastos'?®. Inhibe la migracién de macréfagos'®®, mientras que aumenta
la quimiotaxis'®3 y la fagocitosis??!. Induce la sintesis de varias citoquinas,

incluida la IL-1, IL4, CSF y el factor activador de fibroblastos, aumentando
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también la produccion de radicales superoxido, prostaglandinas y
colagenasa'?®. EI MDP es también un mitégeno de las células B 20 y
aumenta la proliferacion de la células T inducidas por mitégenos''®. Por
ultimo el MDP es capaz de aumentar la funcion de carrier especifica de las

células T helper?'’.

iii) Avridine

El Avridine (AV) es una amina lipoidal sintética ( N,N dioctadecil-N’, N'-
bis) (2-hidroxietil) propanodiamina), caracterizada por sus propiedades
adyuvantes. El principal efecto promovido por esta sustancia es la induccion
de la sintesis de citoquinas. La acciéon mas reconocida del AV es la sintesis
de INFy, aunque también induce la produccién de IL-1'%. Como
consecuencia de la induccion de estas citoquinas, el AV funciona también
como activador de la actividad macrofagica'®? y presenta amplia actividad
proliferativa de linfocitos B y T, por lo que se sugiere que esta droga
produce una expansién de los clones inmunoreactivos'%. Estudios in vivo
de este adyuvante han demostrado que produce una migracion de
leucocitos al sitio de inoculacion y una expansion en los nédulos linfoides
regionales’.

La inoculacién de AV fue asociada con una capacidad aumentada de los
leucocitos polimorfonucleares para fagocitar Staphilococcus aureus y de
funcionar como mediadores de la citotoxicidad mediada por anticuerpos'®!.

El AV actua, a través de su capacidad inductora de INFy, activando la
funcién natural killer, aunque en ciertos esquemas de inmunizacién puede
ser un factor refractario de la sintesis de esta citoquina 22°.

Administrada por via oral o entérica en ratones y ratas, produce un
importante incremento en la inmunidad de las mucosas'®2. Sin embargo,

debido a su accién inductora de interleuquinas, este adyuvante también
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puede inducir artritis experimental en ratas, reaccién autoinmune mediada

por las células T y relacionada con el haplotipo de las cepas afectadas?*°.
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OBJETIVOS




Uno de los grandes problemas que presenta la vacunacion contra la fiebre
aftosa es el corto lapso de inmunidad que confieren los inmunégenos
convencionales formulados con virus inactivado como antigeno. Aun cuando
la duracion de la protecciéon inducida por estas vacunas mejoro
considerablemente con la utilizaciéon de vehiculos oleosos, ésta sigue siendo
insuficiente en algunos casos, sobre todo cuando el inmundgeno es pobre y
al compararsela con la respuesta inducida luego de la infeccién, la cual
resulta protectora a la reinfeccion con el virus homélogo practicamente de
por vida.

El objetivo general de esta Tesis es el estudio del uso de sustancias
inmunomoduladoras como estimulantes de la inmunidad especifica contra el
VFA. Tales sustancias se incluyeron en vacunas elaboradas con virus
inactivado.

Como objetivos particulares se deben mencionar:

1.- Evaluar, en un modelo murino, la composicién isotipica de los
anticuerpos IgG inducidos por las vacunas experimentales y compararlos
con los perfiles obtenidos por las vacunas convencionales y por la infeccion.
Estudiar la correlacion existente entre tales perfiles y los indices de
proteccién obtenidos en cada caso.

2.- A partir de inmunomoduladores seleccionados en los experimentos
antes mencionados, lograr alcanzar en bovinos inmunizados con vacunas
con baja cantidad de antigeno viral con el agregado de tales adyuvantes,
titulos de anticuerpos iguales a los logrados por vacunas elaboradas con
mayores concentraciones virales.

3.- Estudiar los perfiles isotipicos de la IgG bovinas especificas inducidas

por cada formulacion vacunal y su relacién con la capacidad protectora.
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4.- Seleccionar las condiciones 6ptimas de uso de cada inmunomodulador

en funcién a los resultados antes obtenidos.

Para el cumplimiento de tales objetivos se emplearon las siguientes
tecnicas:

a.- ELISA sandwich indirecto para la deteccion de isotipos murinos de IgG
especificos para el VFA serotipo O1-Campos.

b.- Seroneutralizacidn en raton lactante para la cuantificacion de los AcN

de ratén contra el VFA serotipo O1-Campos.

c.- ELISA en fase liquida para la medicibn de anticuerpos totales séricos

bovinos contra las cuatro cepas incluidas en las vacunas: O1-Caseros, A79,

A87 y C3/85.
d.- ELISA sandwich indirecto para la deteccion de isotipos bovinos de IgG

especificos para el VFA serotipo O1-Caseros.
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MATERIALES Y METODOS



1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.1. Ratones

Se utilizaron ratones lactantes de 5 dias de edad y adultos de entre 60 y
90 dias de edad pertenecientes a la cepa endocriada BALB/C proveniente

del Bioterio de INTA-Castelar .

1.2. Bovinos

Se utilizaron 91 bovinos de 12 a 14 meses de edad, libres de anticuerpos

especificos contra el VFA, de raza Holando y Angus x Hereford.

2. VIRUS

En las pruebas en raton se utilizé VFA subtipo O1-Campos perteneciente
al cepario de INTA y obtenido de epitelio lingual bovino y 2 pasajes
posteriores en células BHK-21. La semilla se encuentra almacenada en el
banco de nitrbgeno liquido del CICV-INTA-Castelar. Su titulo es
aproximadamente de 107.5 dosis infectantes raton lactante 50% (DIRL50%) /
mil.

Para la formulacién de las vacunas en bovinos se emplearon las cepas de
VFA O1-Caseros, C3/85, A87 y A79 pertenecientes al cepario de la empresa

que proveyo los antigenos virales.
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2.1. Obtencién de virus

El virus empleado en las pruebas raton fue sometido a procesos de
amplificacién, concentracion y purificacion siguiendo los protocolos usuales
en nuestro laboratorio. Para los ensayos en bovino se utilizaron antigenos
virales sin purificar y en algunos casos concentrados segun los protocolos
de la industria.

E! virus utilizado con el modelo murino se multiplicé a partir de un virus
semilla, en frascos rotantes con monocapas de células BHK-21, realizando
infecciones cortas y con alta multiplicidad de infeccién (MOI). Se inoculd 0,1
ml del virus semilla, se adsorbié por una hora a 37°C y luego del agregado
de medio MEM suplementado con 10% de triptosa fosfato se dejé progresar
la infeccibn aproximadamente durante 5 horas para congelar a -20°C
inmediatamente. A las 12 horas se descongelaron, se ajusto el pHa 74y
se centrifugé a 3000 g durante 30' a 4°C para eliminar los restos celulares.
Del sobrenadante se separaron alicuotas para su titulacién por infectividad
en ratén lactante. Este titulo viral resulté ser 1078 DIRL50% / m.

Las vacunas para bovinos fueron elaboradas con antigenos virales sin
purificar, obtenidos de sobrenadantes de infeccion en tanques de produccién
conteniendo células BHK-21 en suspensién. En algunas formualciones se
utilizaron directamente los clarificados inactivados de tales sobrenadantes y
en ofras estos clarificados fueron concentrados por ultrafiltracion
posteriormente a su inactivacion, segun la metodologia empleada en la
industria.

Para estas vacunas la medicién de la masa viral para cada una de las
cepas se hizo mediante un gradiente de sacarosa, utilizando directamente

los clarificados inactivados y concentrados.
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2.2. Inactivacion de virus

Para ambas series de experimentos el protocolo de inactivacion seguido
fue el mismo. El virus fue clarificado por centrifugacion a 3000 g durante 30',
para luego ser inactivado usando bromuro de etilenimina (BEI)'®,
Brevemente, se agreg6 a la suspension viral, BEI 0,1M al 1% y se mantuvo a
la suspensidn a 37°C en agitacion permanente, durante 24 horas. El
inactivante excedente se neutralizd con tiosulfato de sodio 0,1M al 1%. Se
dejé reposar por 48 horas a 4°C y luego se centrifugé a 3000 g por 30' a
4°C. Se realizé el control de inocuidad en 100 ratones lactantes para
descartar posible presencia de virus infectivo residual, resultando este
negativo a la presencia de virus. Por ultimo, se titulé el virus inactivado por
fijacion de complemento 50% y a las suspensiones a utilizarse en los
experimentos en bovinos se les calculd la masa viral por gradiente de

sacarosa tal como fue mencionado anteriormente.

2.3. Purificacion de virus

El virus inactivado a emplearse en las vacunas en raton se concentré con
polietilenglicol 6000 al 7%. La mezcla se dej6 a 4°C hasta el dia siguiente y
entonces se centrifugd a 3200 g. durante 60' a 4°C. El pellet se resuspendié
en Tris-CINa, se clarificé 30' a 3000 g. y el sobrenadante resultante se
centrifugd a 40.000 r.p.m. durante 77' minutos a 4°C. Este material se
resuspendié en Tris-CINa y se mantuvo en nitrégeno hasta su purificacion a
través de un gradiente preparativo de sacarosa 15-45% p/v a 41.000 rp.m. y
10°C durante 215'. La masa viral obtenida se midié por absorbancia a 259
nm. El material asi obtenido fue utilizado para determinar fa dosis minima
inmunizante (DM!) segun lo descripto por Berinstein et al.2% %6 y elaborar las

vacunas con los diferentes inmunomoduladores.
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3. FORMULACION DE LAS VACUNAS

3.1. Vacunas para ratén

Todas las vacunas fueron formuladas conteniendo 0,1 ug de VFA O1-
Campos purificado, inactivado y luego diluido en solucion de fosfato salina
(PBS) pH=7,2. Se utilizaron 5 formualciones diferentes para inmunizar a los
ratones: (1) una emulsién agua en aceite de acuerdo a la formulacion INTA,
(2) una formulacién convencional con hidréxido de aluminio (2,5%), (3) una
emulsién agua en aceite conteniendo Avridine (AV) [( N,N dioctadecil-N’, N-
bis) (2-hidroxietil) propanodiamina) (Pfizer, Inc., USA), agregado a la fase
oleosa en una dosis de 1 mg por ratén, y 2 formualciones de hidréxido de
aluminio (2,5%) incluyendo estas: (4) 20 ug por dosis de lipopolisacarido de
Brucella ovis (LPS), o (5) la fase soluble en agua de la pared de

Mycobacterium sp. (PCM) (10 ug por dosis).

3.2. Vacunas para bovino

Para la elaboracion de las vacunas se utilizaron los subtipos de VFA O1-
Caseros, C3/85, AB7 y A79, sin purificar incluidos en formualciones oleosas,
con o sin el agregado de adyuvantes.

Se conto inicialmente con dos preparaciones de cada uno de los serotipos
para la realizacion de las mezclas antigénicas. En la primera de ellas se
hallaban las suspensiones virales tal como resultaron de los tanques de
produccion clarificadas e inactivadas. La segunda consistia de las mismas
preparaciones pero concentradas luego de ser sometidas al proceso de
ultrafiltracion.

La medicidon de la masa viral por el gradiente de sacarosa arroj6 las

siguientes concentraciones para cada una de las preparaciones: para la
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cepa O1-Caseros=2,5 y 24 ug/ml, para la C3/85=3,1 y 17,4 ug/ml, para la
A87=1,04 y 10,08 ug/ml y para la cepa A79=1,75 y 21,05 pg/ml,
respectivamente.

Partiendo de estas preparaciones se elaboraron dos mezclas de antigeno
cada una incluyendo diferentes cantidades por dosis de cada uno de los
subtipos. La mezcla de menor concentracion (Ag1) contenia para
O1Caseros=1,5 pg/dosis, para C3/85=0,6 ug/dosis, para A79=1,4 ng/dosis y
para A87=1,2 ug/dosis. La mezcla antigénica de mayor concentracion (Ag2)
fue elaborada con las preparaciones ultrafiltradas y contenia de la cepa
O1Caseros=3,3 ug/dosis, de C3/85=1,2 ug/dosis, de A79=2,9 ng/dosis y de
AB7=2,6 ug/dosis.

Los inmunomoduladores usados fueron PCM y AV en dos
concentraciones cada uno. Estas fueron para PCM: 50 ng y 100 ug/dosis
(PCM 1y 2, respectivamente) y para AV: 10 mg y 20 mg/dosis (AV1 y AV2.
respectivamente). El adyuvante PCM fue agregado a la fase acuosa de las
vacunas, mientras que el AV fue disuelto en etanol 70% y afiadido a la fase
oleosa.

Se empled una undécima vacuna comercial cuya formulacién exacta era
desconocida, aunque se sabia que los antigenos que la constituian habian
sido producidos por medio del método de Frenkel. Esta fue incluida debido a
los excelentes resultados obtenidos por la misma en la prueba de potencia
por desafio viral. La formulacién de las vacunas se muestra en la tabla 2.

Por dltimo tres animales fueron mantenidos sin vacunacién alguna
(T.S.V.) como controles negativos y a su vez como animales centinelas de
una posible actividad viral en el potrero de aislamiento. Durante toda la
prueba se monitoreo en estos animales la presencia de anticuerpos contra la
polimerasa viral (VIAA), la cual resultd negativa para todos los tiempos

probados.
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Tabla 2. Composicion de las vacunas utilizadas para inmunizar a los bovinos

Vacuna Nro. Antigeno Adyuvante
1 AG1 PCM 1
2 AG2 PCM 1
3 AG1 PCM2
4 AG2 PCM 2
5 AG1 AV1
6 AG2 AV1
7 AG1 AV2
8 AG2 AV2
9 AG1 —
10 AG2 —
11 COMERCIAL —

4. EXTRACCION DE SANGRE, OBTENCION DE PLASMA Y SUERO

Los ratones adultos fueron anestesiados con éter y luego sangrados por
el seno retroorbital. La sangre fue recogida en tubos heparinizados. Luego
se centrifugd por ' a 1400 r.p.m. a 4°C. E! plasma sobrenadante se guardé
en viales a -20°C. Se extrajo ademas plasma de 20 animales normales y se
lo reunié en una misma fraccién, para luego poder ser usado como control
negativo en la medicién de las reacciones inespecificas en las pruebas
serolbgicas.

Los bovinos fueron sangrados a los 30, 60, 90 y 120 d.p.v., extrayéndose
en cada caso el suero, que luego fue fraccionado y guardado a -20°C hasta

SU usoO.
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5. TITULACIONES

5.1. Titulacién de virus

Se inocularon ratones lactantes por via intra-muscular (i.m.) con

diluciones en base 10 del virus puro para calcular la dosis letal 50% (DLRL

50%) / m!.208,

5.2. Titulacién de anticuerpos neutralizantes

En las pruebas de seroneutralizaciéon, se empledé el método suero fijo-
virus variable para determinar el indice seroneutralizante (ISN)¥’,
realizdndose 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 por calor (30' a 56°C) y diluido 1/5. La mezcla se incubd
por 60' a 37°C y a 4°C por 30'. Los ratones lactantes fueron inoculados por
VIA i.m. con 0,05 mil de esta mezcla. El ISN se determiné segun la formula:

ISN = Titulo virus - Titulo mezcla plasma-virus

6. DURACION DE INMUNIDAD

Todos los ratones fueron sangrados en grupos de 3 individuos en cada
tiempo. El plasma resultante de cada grupo fue reunido en una sola fraccion
y se lo guardd a -20°C hasta su uso. Los ratones infectados fueron
sangrados a los 3, 7, 14, 21, 45 y 60 dias post-infeccion (d.p.i.). Los ratones
inmunizados con las vacunas convencionales fueron sangrados en los
mismos dias mas un tiempo adicional a los 180 dias post-vacunacién
(d.p.v.), mientras que aquellos vacunados con formualciones experimentales

fueron sangrados a los 60 y 180 d.p.v., exclusivamente.
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Los bovinos inmunizados con las diferentes formualciones fueron todos

sangrados a los 30,60, 90y 120d.p.v.

7. PRUEBAS DE ELISA

7.1. Test de ELISA indirecto para detectar isotipos de IgG anti-VFA en

plasma de ratén

Se sensibilizaron placas de ELISA (Nunc Immunoplate 1 Maxisorp,
Denmark) con suero de captura conejo anti-VFA O1-Campos en buffer
carbonato-bicarbonato pH 9,6. Luego de una incubacién 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 agitacién constante a 37°C (todas las incubaciones se realizaron bajo las
mismas condiciones) con una dilucion apropiada de VFA en buffer de
bloqueo (BB), consistente en PBST-5% suero normal equino (SNE).
Posteriormente las placas fueron lavadas nuevamente y se las incubd con
diluciones, hechas en BB, de los sueros a testear. Luego de esto se
repitieron los lavados y las placas fueron incubadas con suero policlonal
producido en cabra contra isotipos de I1gG de ratén (IgG1, 1gG2a, IgG2b o
IgG3). Por ultimo las placas fueron lavadas 3 veces y se incubaron con un
suero policlonal anti-lg de cabra producido en conejo y conjugado con la
enzima peroxidasa (Cappel, Suiza). Finalmente, antes de colocarse la etapa
de sustrato, se las lavé 6 veces y se les aiadié una solucién reveladora de
buffer citrato-fosfato(pH=5)/ortofenileno diamina dihidrocloridica(OPD)/H202
(3%). Se frend la reaccién con HoSO4 2,5 N y la absorbancia resuitante fue
leida a 490 nm de longitud de onda en un lector Dynatech MR5000

Microplate Reader (Dynatech Laboratories, Inglaterra).
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Los titulos se expresaron como el logaritmo de la inversa de la maxima

dilucién cuya lectura al menos duplicara la del suero negativo diluido 1 /10.

7.1.1. Puesta a punto del ELISA para detectar isotipos de IgG murinos
anti-VFA

El ELISA diseflado para identificacién y cuantificacion de los isotipos de
IgG especificos contra el VFA O1-Campos presentes en el plasma murino se
esquematiza en la figura 1.

Los diversos isotipos de 1gG presentes en el suero de los ratones
normales Balb/c no estan representados de igual forma'®. Este hecho
puede modificar los titulos finales de cada uno de ellos obtenidos por ELISA,
debido a la competicién entre isotipos. Dicha competicion se produciria entre
las inmunoglobulinas por los sitios de pegado dentro de la placa’. De esta
forma los isotipos representados en mayor proporcion ocuparian estos sitios
desplazando a los existentes en menor medida y generando titulos que
subestimarian aquellas subclases presentes en menor concentracion.

En el caso del ELISA desarrollado para la medicion de los isotipos
murinos especificos para el VFA O1-Campos, las inmunoglobulinas de ratén
se pegarian a las particulas virales capturadas, representado estas por la
tanto, los sitios de posible competicion entre ellas. Tanto la dilucién del
suero de conejo que se adsorbid en primer término a la placa como asi
también la del sobrenadante de infeccion que se usd como fuente del
antigeno viral, fueron seleccionadas de forma tal de obtener un exceso de

antigeno capturado y asi prevenir tal competencia.
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Figura 1. ELISA empleado para la deteccion de los isotipos de IgG murinos anti-VFA

7.1.2. Especificidad de los reactivos para detectar isotipos murinos

La especificidad de los sueros policlonales de cabra anti-subclases de
IgG murinas, fue probada sustituyendo los sueros de raton por uno de cuatro
AcM (12FE9.2.1y 10GA4.2.2 "', y 4C9y 1C6 '?) contra VFA 01, cada uno
de ellos de diferente isotipo. Tales AcM fueron usados de ahi en mas como
controles de especificidad. La descripcion de estos monoclonales se hace

en la tabla 3.
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Tabla 3. Descripcion de los AcM contra VFA O1 empleados para eslablecer la

especificidad de los reactivos anti-isotipos de raton.

AcM Virus especifico Isotipo
12FE9.2.1 FMDV 01 Brugge 1gG1
10GA4.2.2 FMDV 01 Brugge 19G3

4C9 FMDV 01 Suisse 1gG2a

1C6 FMDV 01 Suisse IgG2b

7.1.3. Estandarizacién de los titulos de los ELISA anti-isotipo

Debido a que para la deteccién de cada isotipo se debié usar un suero
detector diferente, el ensayo para la medicién de cada isotipo constituia un
sistema distinto en cada caso. Para poder comparar los titulos de isotipos
obtenidos por cuatro sistemas diferentes se debia tener en cuenta en forma
previa que la concentracion de anticuerpos de cada reactivo anti-isotipo asi
como la afinidad de tales inmunoglobulinas por la subclase correspondiente
diferia entre ellos, consecuentemente fue necesario corregir estas diferentes
sensibilidades antes de realizar las comparaciones.

Teniendo en cuenta que tanto la cantidad de antigeno viral capturado,
como la concentracion de los cuatro monoclonales control (dilucién 1/5), se
hallaban en exceso en todos los casos, las diferencias entre las densidades
Opticas (D.0) maximas obtenidas para cada suero anti-isotipo usando el
monoclonal con el isotipo homologo, reflejaban aproximadamente las
diferencias de potencia entre los reactivos anti-isotipos de IgG murinos. A
partir de estos datos se calcularon factores de correccion para estandarizar
las D.O., de forma que la conversién de D.O. a un titulo de isotipo en los
cuatro sistemas produjera valores relativos confiables tal como fue descripto

por McKendall y Woo46.

Materiales y Métodos 63



7.2. Test de ELISA en fase liquida para suero de bovino

Se sensibilizaron placas inmulon Il (Dynatech) de 96 pocillos con suero
de captura conejo anti-VFA O1 Campos en buffer carbonato-bicarbonato pH
9,6. Luego de una adsorcién de 12 horas a 4°C se lavaron las placas 3
veces con PBST (todos los lavados se realizaron con el mismo buffer) y se
bloquearon por 1 hora en agitacién constante a 37°C (todas las restantes
incubaciones se realizaron bajo las mismas condiciones) con PBST 1%
ovalbumina (OVA). En una placa separada se incubaron los sueros a
muestrear en diluciones de orden 5 empezando por 1/5 con una dilucion fija
de VFA de cada uno de los 4 serotipos proveniente de sobrenadantes de
infeccion de monocapas de células BHK 21. En ambos casos el diluyente fue
el mismo PBST 1% OVA. Luego de una hora de incubacion las mezclas se
traspasaron a la placa de ELISA y se dejaron a 37°C incubandose. Se
realizaron 3 lavados y se colocd suero anti-VFA contra cada uno de los
cuatro serotipos hecho en cobayo. Desde esta etapa en adelante el
diluyente fue PBST 2% suero normal de conejo (SNC) - 2% suero normal de
bovino (SNB). Por dltimo luego de la incubacién se lavaron 3 veces y se
coloco anti-lg de cobayo producido en conejo y conjugado con peroxidasa
(Cappel, Suiza). Finalmente, se lavaron 6 veces y se revelaron con solucién
buffer citrato pH 5, acido 2,2,-azino-di-3-etilbenztiasolin sulfénico (ABTS),
H202 (3%). Las placas sin frenar fueron leidas a los 10' a 450 nm de
longitud de onda, en el mismo lector mencionado anteriormente.

Los titulos se expresaron como el logaritmo de la inversa de la mayor
diluciéon cuya absorbancia fuera el 50% de la del control sin suero. En la

figura 2 se observa un esquema del ELISA empleado.
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Figura 2.- ELISA en fase liquida utilizado para la deteccion de anticuerpos totales anti-

VFA.

7.3. Test de ELISA indirecto para detectar isotipos de IgG anti-VFA en

suero bovino

Los diferentes isotipos de inmunoglobulinas obtenidos luego de la
inmunizacién con las diferentes formualciones vacunales se determinaron
por medio de un test de ELISA sandwich. El disefio del mismo es

basicamente similar al presentado en la figura 1, con la excepcién de que los
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detectores de isotipos de IgG bovinas fueron en este caso AcM y que el
conjugado fue un suero anti-lg de ratdn / peroxidasa. Se sensibilizaron
placas Inmulon Il (Dynatech) de 96 pocillos con suero de captura conejo
anti-VFA O1 Campos en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6. Luego de una
incubacion de 12 horas a 4°C se lavaron las placas 3 veces con 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 diluciéon apropiada de VFA en BB (PBST
5% SNE). Las placas se lavaron nuevamente y se las incubé con las
diluciones apropiadas de los sueros a testear, también hechas en BB. Luego
del lavado, se incubaron con AcM contra los isotipos IgG1 e IgG2 de bovino,
diluidos apropiadamente en BB. Las placas se incubaron con suero anti-
inmunoglobulina de raton peroxidasa (Jackson) luego de 5 lavados. Por
dltimo las placas fueron lavadas 6 veces y se revelaron con solucién buffer
citrato-fosfato (pH 5) / OPD / H202 (3%). Se frend la reaccién con H2SO4 2,5
N y se leyeron las placas a 490 nm, tal como fue descripto anteriormente.
Los titulos se expresaron como el logaritmo de la inversa de la maxima
dilucién cuya lectura al menos duplicara la del suero negativo diluido de

igual forma.

7.3.1. Puesta a punto del ELISA para detectar isotipos de IgG
bovinos anti-VFA

A diferencia del ensayo para detectar isotipos de IgG murinos especificos
contra el VFA, para estos ensayos se contdé con AcM de especificidad
probada contra cada uno de los dos isotipos bovinos a determinar. Los AcM
DAS-17 (anti-lgG1) y DAS-2 (anti-IgG2)¥ fueron cedidos gentilmente por el
Dr. S. Srikumaran de la Universidad de Nebraska, EE.UU.
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Para probar la especificidad del ensayo, se realizaron pruebas de
reaccion entre los AcM y otras etapas del ELISA anteriores y no
consecutivas (suero de conejo anti-VFA y suspensiéon conteniendo el VFA

O1-Campos).

8. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los estudios estadisticos fueron realizados sobre la transformacion
logaritmica de la inversa de los titulos obtenidos en cada caso. Para la
comparacion entre los niveles de anticuerpos generados por los bovinos de
los distintos grupos vacunados con cada una de las formualciones se utilizé
en primer término el test de ANOVA, de forma tal de detectar diferencias
generales entre los grupos de animales inmunizados con cada una de las 11
vacunas. Una vez encontradas tales diferencias se emplearon como técnicas
post-ANOVA, el test de Tuckey como método para la comparacion entre
pares de formualciones y el de contrastes ortogonales en el caso de
comparar grupos de vacunas entre si.

En los casos en los que se estudi6 la correlacién entre dos variables se

aplico el método de regresion lineal y ajuste por cuadrados minimos.
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RESULTADOS



Experimentos en raton



1. Determinacién de los isotipos de IgG especificos contra el VFA

Como paso inicial en esta tesis se propuso la comparacién de los isotipos
de las IgG de ratén especificos contra el VFA O1-Campos, generados en
estos animales luego de su infeccidén o inmunizacién con distintas vacunas

convencionales o experimentales conteniendo adyuvantes.
1.1. Especificidad de los reactivos para detectar isotipos murinos

Los sueros anti-subclases de IgG murinas fueron probados en su
especificidad, reemplazando, en el mismo sistema de ELISA, el plasma de
raton por AcM producidos contra VFA serotipo O1, pertenecientes cada uno
a un diferente isotipo.

Como se muestra en la figura 8 las diluciones 6ptimas resultaron 1/2000
para los sueros anti-igG1, anti-IgG2a y anti-IgG3, y 1/3000 para el suero
anti-IgG2b. En todos los casos los sueros anti-isotipo fueron de 3 a 7 veces

mas especificos para el isotipo correspondiente que para los heterélogos.
1.2, Estandarizacién de los titulos de los ELISA anti-isotipo

En la figura 9 se observa la respuesta en los cuatro ELISA de distintas
diluciones de los cuatro AcM con cada uno de los sueros anti-isotipo en la
dilucion éptima. A partir de estos datos, se calcularon los factores de
correccion de forma de normalizar entre si los titulos producidos para cada
isotipo. Las D.O. obtenidas por cada reactivo anti-isotipo con su
monoclonal homélogo fueron tomadas como indicador de la concentracion

y afinidad del suero anti-isotipo por las inmunoglobulinas de ratén

correspondientes.
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El suero anti-isotipo que mayor afinidad demostré por las
anticuerpos con el isotipo homélogo, fue el anti-IgG3. De la relacién entre
la D.O. maxima obtenida por este reactivo con la de los restantes sueros

anti-isotipo surgieron los factores de correccion (tabla 4).

Tabla 4. Los factores de comeccion para los reactivos anti-subclases de IgG fueron
calculados como la relacion entre la absorbancia obtenida para el anti-IgG3 (en la dilucion
6ptima) con su AcM homologo (10GA4.2.2) diluido 1:5; y los obtenidos por los anti-IgG1, -
1gG2a or -IgG2b con sus AcM homologos (12FE9.2.1, 4C9 y 1C6 respectivamente) en las
mismas condiciones. Las diluciones finales aparentes para IgG1, 1gG2a y IgG2b fueron
ajustadas por sus factores respectivos para compensar su menor potencia respecto al suero
anti-igG3.

Subclases de IgG A492 nm Factor de correcciéon
IgG1 0.724 1.64
igG2a 0.403 2.93
1gG2b 0.676 1.75
IgG3 1.183 1.00

2. Perfiles de isotipos de animales infectados

En la figura 10 se muestran los perfiles isotipicos y los |.S.N. obtenidos a
los 3, 7, 14, 21, 45 y 60 d.p.i. No se detecté ninguna subclase de IgG
especifica para VFA hasta los 7 d.p.i., momento en el que se detectaron
los isotipos 1gG1 e 1gG3. Dos semanas post-infeccion los otros 2
restantes isotipos hicieron su aparicion, mientras que 1gG1 e IgG3
mostraron niveles mas elevados que a la semana. El patron registrado a
este tiempo se mantuvo hasta el dia 60 d.p.i., con niveles predominantes

de 1gG2b, seguidos por IgG1 y luego 1IgG2a e 1gG3.
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% 1gG total

entonces definidos como el logaritmo de la inversa del la dilucién final corregida. Los titulos finales fueron en todos los casos la media de 2

Figura 10. ISN y perfiles isotipicos en animales infectados. La dilucién final de cada isotlpo fue definida como la mayor dilucién del plasma
que produce una absorbancla al menos 2 veces mayor a la del plasma normal de ratén diluido 1:10. Los titulos para cada subclase fueron

ensayos independientes realizados por duplicado.
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3. Perfiles de isotipos de animales inmunizados con vacunas

convencionales

En todos los animales inmunizados con la vacuna de hidroxido de
aluminio, el isotipo predominante fue el IgG1, mostrando el titulo mas alto en
el dia 60 d.p.v. La actividad IgG2a fue transitoriamente dectectada a los 45 y
60 d.p.v. y en menores concentraciones que para IgG1.

En estos animales el isotipo IgG2b fue el menos abundante de los
detectados, y sblo fue revelada su presencia a los 60 d.p.v. No se detect6
IgG3 durante todo el periodo experimental. (figura 11 a).

Por otro lado, los animales inmunizados con la vacuna de formulacion
oleosa convencional, presentaron como isotipo predominante el 1gG2a
desde los 21 d.p.v. Se detect6 IgG1 a los 45 d.p.v., pero en concentraciones
dos veces menores que las de IgG2a. Los titulos de IgG1 presentaron un
incremento a los 60 d.p.v. como fue descripto anteriormente para la vacuna
de hidréxido de aluminio, hasta casi igualar los titulos de 1gG2a. A los 180
d.p.v. los titulos de IgG1 e IgG2a eran todavia similares entre si, pero
menores que para los 60 d.p.v.

Como en el caso de los animales vacunados con la formulaciéon acuosa, la
IgG2b fue sblo detectada a los 60 d.p.v., coincidiendo con el pico del I.S.N.,
y no se registré actividad de IgG3 en ningun tiempo (figura 11 b).

Para ambas formulaciones aquellos isotipos presentes en mayor

concentracion fueron también los primeros en ser inducidos.
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5. Perfiles de isotipos de animales inmunizados con vacunas
experimentales

El patrén de actividad de los isotipos de IgG en animales vacunados con
formulaciones incluyendo AV, PCM o LPS fue establecido a los 60 y 180
d.p.v. y comparado con los obtenidos por los mismos vehiculos sin tales
inmunomoduladores.

La vacuna conteniendo PCM indujo niveles predominantes de IgG1 a los
60 d.p.v., seguida por IgG2b e IgG2a en concentraciones 3 y 8 veces
menores que para la IgG1, respectivamente (figura 12 b).

Por otro lado, la inclusion del LPS generé al mismo tiempo niveles de
IgG2a de 2 a 6 veces mayores que los de IgG1 e IgG2b respectivamente
(figura 12 c).

Las vacunas incluyendo PCM o LPS indujeron a los 180 d.p.v. casi el
mismo perfil isotipico con produccion de IgG.2b e 1gG2a, isotipos que no
estaban presentes en la formulacion acuosa convencional a ese tiempo
(figura 12 a).

La vacuna oleosa incluyendo AV produjo titulos dominantes de I1gG1
seguidos por la IgG2a a los 60 d.p.v. (figura 13 b). A ese mismo tiempo la
vacuna convencional oleosa generé mayores niveles de IgG2a seguidos por
IgG1y IgG2b (figura 13 a).

Seis meses después de la inmunizacién la IgG2a era aun el isotipo
predominante en el plasma de los animales inmunizados con la formulacion
convencional, seguidos por 1gG1, aunque el isotipo 1gG2b no pudo ser
detectado. Mientras tanto la formulacién experimental a los 180 d.p.v. indujo
titulos dominantes de IgG2b e IgG1, con produccién de IgG2a pero en
menor cantidad. Como con las formulaciones convencionales, no se detecté
actividad de 1gG3 contra el VFA en ninguna de las formulaciones

experimentales durante todo el periodo de tiempo de la prueba.
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1. Seleccién de las formulaciones a utilizar en la experiencia

De los tres inmunomoduladores probados en ratén, sélo dos se producen
a escala industrial: el PCM y el AV. Por esta razén y a partir de los
resultados obtenidos en el modelo murino se propuso la utilizacion de estos
dos adyuvantes en las experiencias en bovinos. Ambas sustancias fueron
incluidas en formulaciones oleosas. A diferencia de las vacunas usadas con
los ratones, las empleadas en las experiencias con los bovinos contenian 4
cepas de VFA: O1-Caseros, A79, C3/85 y A87.

Tal como se describe en materiales y métodos, se utilizaron dos
concentraciones de cada uno de los inmunomoduladores (PCM1 y AV1, las
dos menores y PCM2 y AV2, las dos mayores) y dos concentraciones de
cada una de las cuatro cepas de VFA utilizadas (Ag1, la menor y Ag2, la
mayor). Con estas variables se formularon 10 vacunas diferentes como se
muestra en la figura 14, con las que se inmunizaron grupos de 8 animales.

Se incluyé un undécimo grupo inoculado con la mejor vacuna comercial
del mercado, que habia sido sometida a la prueba de desafio viral oficial
(inoculacién por via intradermolingual conteniendo 10.000 dosis infectantes
bovino (DIB) 50% de VFA cepa 01-Caseros), resultando protegidos de la
infeccién la totalidad de los 16 bovinos desafiados. Como control de
circulacién del agente viral en la zona donde eran mantenidos los animales,
se mantuvieron 3 individuos sin vacunar, los cuales eran evaluados tanto
con las pruebas seroldgicas de los restantes grupos, como con ensayos de
ELISA para determinar la presencia de anticuerpos contra la polimerasa viral
(VIAA). En todos los casos los resultados fueron negativos a lo largo de la

experiencia
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Nro. Ag1 Ag2 PCM1 PCM2 AV1 AV2

Figura 14. Esquema de la formulacién de las vacunas elaboradas para la inmunizacién

de los bovinos

2. Titulos de anticuerpos totales anti-VFA con las diferentes

formulaciones

Para la medicidén de los anticuerpos totales especificos contra el VFA se
utilizaron 4 sistemas de ELISA en fase liquida, uno para cada una de las
cuatro cepas de VFA presentes en las vacunas. Se utilizaron sueros
policlonales de conejo y cobayo como fuentes de anticuerpos de captura y
detector, respectivamente. Las muestras de suero analizadas fueron
tomadas a los 30, 60, 90 y 120 d.p.v. de los 12 grupos anteriormente
mencionados. En las figuras 15, 16, 17 y 18 se muestran los promedios por
grupo de los titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA en fase liquida a los

30, 60, 90 y 120 d.p.v. para los serotipos O1-Caseros, C3/85, A79 y A87

respectivamente.
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Para el analisis estadistico comparativo inicial de tales grupos se utilizé
el método de ANOVA el cual tiene como uno de sus supuestos un nivel de
variacién intra-grupo (es decir entre los 8 bovinos de un mismo grupo)
similar para todos ellos. El valor de esta variacion surge del cuadrado medio
del error experimental y es Unico para cada cepa en cada tiempo. Por esta
razdn no se muestran los desvios estandar individuales en cada uno de los

titulos promedios presentados en las figuras 15, 16, 17 y 18.

2.1 Efecto de la cantidad de antigeno en la respuesta humoral

inducida

A partir de los 30 d.p.v. y hasta los 120 d.p.v. se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de anticuerpos totales
especificos de las vacunas 9 (formulada con Ag1) y 10 (formulada con Ag2).
Tales diferencias tuvieron un nivel de significancia dispar segun los
serotipos y el tiempo considerado.

Para la cepa O1 Caseros las mayores diferencias se mostraron entre los
30 y 60 d.p.v. (p < 0.1), para hacerse menores a partir de los 80 dp.v. (p <
0,2) (figura 15).

En el serotipo A79 las diferencias se mantuvieron entre los 30 y los 120
d.p.v. (figura 17), mientras que el serotipo A87 mostré diferencias
significativas basicamente a los 30 y 60 d.p.v. (figura 18).

Por ultimo la cepa C3/85 no presentd distintos niveles de anticuerpos
entre estas dos formulacidnes excepto transitoriamente a los 60 d.p.v. (figura
16).

La comparacién de los titulos promedio de anticuerpos para el serotipo
O1-Caseros entre las vacunas 9 y 11 (comercial), mostré la existencia de

diferencias significativas en todos los tiempos probados.
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Tanto para el serotipo A87 como para el A79, las diferencias sblo se
mantuvieron entre los 30 y 60 d.p.v. En relacién al subtipo C3/85, como
ocurrié en la comparacién anterior con la vacuna 10, la vacuna 9 sélo fue
superada significativamente por la formulacién comercial a los 60 d.p.v.

A su vez para todos los serotipos y en todos los tiempos no se registraron
diferencias entre los niveles de anticuerpos inducidos por la formulacion
comercial en relacion a la de mayor concentracién de Ag (vacuna 10).

Segun lo expuesto anteriormente el serotipo O1-Caseros fue el que
mostré por mas tiempo y en mayor grado diferencias significativas entre los
titulos promedio de anticuerpos especificos producidos por las vacunas 9, 10
y 11. Debido a esto se decidid emplear esta cepa como modelo para
observar las variaciones producidas por la introduccion de los
inmunomoduladores a las mezclas antigénicas antes mencionadas. Un

resumen de los resultados antes mencionados se muestran en la figura 19.

2.2. El efecto de la inclusién de los adyuvantes en las vacunas con la
menor concentracién de antigeno

Los titulos de anticuerpos alcanzados por la adicibn de los
inmunomoduladores en menor concentracién (PCM1 y AV1) al Ag en menor
cantidad (vacunas 1y 5, respectivamente) no lograron superar inicialmente a
los de su control sin adyuvante (vacuna 9).

Estas tres formulaciones presentaron un perfil de comportamiento similar
a lo largo de la experiencia que permiti0 agruparlas como un conjunto sin
diferencias estadisticas en todos los tiempos analizados.

Por el contrario aquellas formulaciones que contenian el Ag en menor
concentracion y PCM o AV en su mayor concentracion (vacunas 3 y 7,
respectivamente) indujeron niveles de anticuerpos que fueron

significativamente mayores en todos los casos a los de su control (vacuna
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9). Al igual que lo que ocurrié entre las vacunas 1, 5y 9, las formulaciones 3

y 7, mostraron titulos similares a los de las vacunas 10 y 11 a lo largo del

tiempo. Como en el caso anterior estas cuatro formulaciones fueron

agrupadas atendiendo a esta similitud.

En consecuencia se establecieron dos patrones generales de evolucion

en los titulos de anticuerpos durante toda la experiencia. El primero de ellos,

representado por el grupo de vacunas 1, 5y 9, produjo en todos los tiempos

titulos significativamente inferiores a los del segundo grupo formado por las

vacunas 3, 7, 10y 11 (tabla 5).

Tabla 8. Cuadro de diferencias estadisticas en los agrupamientos de vacunas con perfil
similar de titulo de anticuerpos contra el VFA O1-Caseros a los 30. 60. 90 y 120 d.p.v.

Diferencias significativas: () p < 0.1

30d.p.i 60 d.p.i 90 d.p.v. 120 d.p.i
Vac. | Titulo| Prom. | Dif. | Titulo| Prom.| Dif. | Titulo| Prom.| Dif. ] Titulo | Prom.| Dif.
9 1,73 1,80 1,45 1,30
1,42 1,28
1 1,66 1,71 1,60 |1,70 1,41 126
5 1,74 1,69 1,71 1,70
* * * *
3 |220 0,39 |2,23 0,47 |1,88 0,39 1,78 0,36
7 1207 2,03 1,88 1,81 1,60 |1,64
2,10 2,17 .
10 | 2,05 224 1,58 1,53
11 |2,08 2,20 1,76 1,61
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Como unicas excepciones se debe marcar que la vacuna 5 (Ag1-AV1) se
desprendié del grupo de las vacunas 1 y 9 a partir de los 90 d.p.v. para
unirse al de las vacunas 3, 7, 10 y 11, y que la vacuna 10 (Ag2) se separ6
transitoriamente de este grupo a los 90 d.p.v. debido a una pronunciada
caida en sus titulos entre los 60 y 90 d.p.v. (figura 20).

Vale mencionar que la existencia de estos dos grupos fue registrada en
general para todas las cepas, con ligeras variaciones a lo descripto para el

subtipo O1-Caseros.
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Figura 20. Diferencias entre los titulos de anticuerpos producidos por las vacunas
conteniendo Ag1 solo o con el agregado de PCM o Avridine en {a menor concentracién
(vacunas 9, 1 y 5 respectivamente) con respecto al grupo formado por la formulacién con
Ag2, 1a vacuna comercial y las vacunas conteniendo Ag1 en presencia de PCM o AV en la
mayor concentracion (vacunas 10, 11, 3 y 7, respectivamente). Las llaves agrupan en cada
tiempo 1as vacunas sin diferencias estadisticas entre ellas. Diferencias significativas: () p <

0.1.
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2.3. El efecto de la inclusién de los adyuvantes en las vacunas con la

mayor concentracién antigénica

Las vacunas 2, 4, 6 y 8 fueron formuladas empleando la mayor masa de

Ag e incluyendo alguno de los dos adyuvantes en alguna de sus dos

concentraciones.

Todas las formulaciones antes mencionadas produjeron titulos promedio

de anticuerpos especificos que en ningun caso superaron significativamente

a los de las vacunas 3 (Ag1-PCM2) y 7 (Ag1-AV2). Como se muestra en la

figura 16, la formulacibn 6 (Ag2-AV1) indujo niveles de anticuerpos

practicamente indiferenciables a los de la vacuna 7 en todos los tiempos.

Mientras tanto las restantes formulaciones conteniendo Ag2 y alguno de

los dos inmumoduladores indujeron titulos inicialmente situados entre los de

las vacunas 9 (Ag1) y 10 (Ag2) (figura 21).

Titulo de ELISA (log) VFA O1 Caseros
23 7

|
2,2

2.1 f\
20 t
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18
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30dp.v. 60 dp.v. 90 d.p.v.

120d.p.v.

Figura 21. Comparacion de los titulos promedio de anticuerpos inducidos por la vacuna
2 (Ag2-PCM1), vacuna 4 (Ag2-PCM2), vacuna 6 (Ag2-AV1), vacuna 7 (Ag1-AV1), vacuna 8

(Ag2-AV2), vacuna 9 (Ag1) y vacuna 10 (Ag2).
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Si bien el grupo inmunizado con la formulacién 8 (Ag2-AV2) mostrd
practicamente en todos los tiempos probados titulos intermedios a los de las
vacunas control de Ag1 y Ag2, las restantes 2 formulaciones indujeron un
patrén de comportamiento algo diferente. A partir de los 90 d.p.v. las
formulaciones 2 (Ag2-PCM1) y 4 (Ag2-PCM2) se alejaron aun mas de los
titulos inducidos por la vacuna 9 y llegaron a alcanzar a los de la 10,
llegando a hacerse comparables a los producidos por las vacunas 3y 7 a los

120 d.p.v. (figura 21).

3. ELISA para detectar isotipos de IgG anti-VFA presentes en suero

bovino.

3.1. Puesta a punto del ELISA para detectar isotipos de IgG bovinos
especificos para VFA.

Para la deteccion de las subclases de IgG bovinas que reconocieran
epitopes presentes en la particula del VFA O1-Caseros se emplearon AcMs
contra cada uno de los isotipos. En la figura 22 se muestran las curvas de
titulacion y ensayos de control de reacciones inespecificas para los ensayos
de IgG1 (ay b) e IgG2 (c y d). Ambos ELISA demostraron una alta
sensibilidad de deteccién para sus respectivos isotipos, un bajo nivel de
reacciones cruzadas entre etapas previas y discontinuas del ensayo y no
mostraron reacciébn en presencia de sueros negativos para el VFA La
dilucién de uso para cada uno de los monoclonales en estos ensayos resultd
ser 1 / 4.000 para el anti-IgG2 (figura 22 c) y 1 / 40.000 para el anti-IgG1
(figura 22 a).
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3.2. Perfiles de isotipos de animales inmunizados con las diversas
vacunas.

Los titulos de IgG1 e IgG2 especificos para el VFA O1-Caseros fueron
determinados en ensayos de ELISA similares a los de ratén excepto porque
se emplearon AcMs como detectores de los isotipos. Para poder expresar la
variacién que presentan entre si los titulos de IgG1 e IgG2 en el tiempo para
cada formulacion, ademas de presentarlos por separado, ambos datos
medidos para cada caso fueron reunidos en un solo indice resultante del
cociente entre tales titulos. Esta relacién no expresa cual de los dos isotipos
estd en mayor cantidad, sino que es un numero que caracteriza la
proporcién de ambos para un determinado tiempo y grupo experimental.

En la tabla 6 se muestran los promedios de los titulos de 1IgG2 e IgG1 y el
cociente entre ellos, medidos a los 30, 60, 90 y 120 d.p.v. para las vacunas 3
(Ag1-PCM2) y 7 (Ag1-AV2), junto con otras que fueron consideradas
importantes para su comparacién con aquellas: vacuna 9 (Ag1), vacuna 1
(Ag1-PCM1), vacuna 5 (Ag1-AV1), vacuna 4 (Ag2-PCM2), vacuna 6 (Ag2-
AV1), vacuna 8 (Ag2-AV2), vacuna 10 (Ag2) y vacuna 11 (comercial).
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Tabla 6. Promedios de los titulos de 1gG1 e IgG2 de bovino especificos para el VFA

O1Caseros y de la relacion entre ellos para las vacunas 1, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10y 11
medidos a los 30, 60, 90y 120 d.p.v.

30 60 90 120
d.p.v. d.p.v. d.p.v. d.p.v.
1gG2 | IgG1 |Rel. 2/1] 1gG2 | IgG1 |Rel. 2/1} IgG2 | igG1 |Rel. 2/1] IgG2 | IgG1 |Rel. 2/1
Vac. 9 167 | 250 ) 0,67 | 208|216 | 095 | 242|265 091 | 222273 0,81
Vac. 3 220 (297 | 0,74 | 246 | 261 | 0,94 | 330|340 | 097 | 290|286 ]| 1,01
Vac.7 254 1299 | 0,85 | 272|277 |{ 0,98 |3,15]321 | 098 | 2921270 1,08
Vac. 1 1,70 [ 289 | 0,69 | 175|262 | 0,66 | 1,70 | 253 | 0,67 | 1,74 | 239 | 0,73
Vac. § 204 | 252 | 0,81 | 213|244 | 0,87 |[253)305} 0,83 | 251|261 0,9
Vac. 4 238|279 | 085 | 230|248 0,91 | 260|302 | 0,86 | 253 | 278 0,91
Vac. 6 2,56)304) 064 |12,60{ 264 0,99 | 285|286 | 1,00 | 260 | 261 | 1,00
Vac. 8 2321280 0,83 | 2401250 )] 09 |274|294 | 093 | 242|245 | 0,99
Vac.10 | 224 1310 0,72 | 242|290 | 083 | 240 | 285| 084 | 191 ) 261 | 0,73
Vac. 11 202|269 | 0,76 | 248 | 285 | 0,87 | 276|287 | 09 [ 189 | 239 ] 0,79

En la tabla 6 y la figura 23 se puede observar que mientras algunas

vacunas como la 9, la 10 y la 11 presentaron un pico en el valor de la

relaciéon entre los 60 y 90 d.p.v. para luego descender hacia los 120 d.p.v.,

otras como la 4 (Ag2-PCM2) y la 5 (Ag1-AV1) mostraron dos maximos a los

60 y a los 120 d.p.v. Un tercer grupo puede diferenciarse, cuyos indices

suben a lo largo de la experiencia. En este grupo se hallan a las
formulaciones 1 (Ag1-PCM1), 3 (Ag1-PCM2), 6 (Ag2-AV1) y 7 (Ag1-AV2).

Sin embargo dentro de este ultimo grupo existieron diferencias ya que los

rangos de variacién del valor de la relacion IgG2 / IgG1 no fueron similares

para todas las vacunas.
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Mientras que la formulacién 1 varié entre valores de 0,59 a 0,73, la

vacuna 3 lo hizo entre 0,74 y 1,01, la 6 fue desde 0,85 a 1,00 y la 7 aumenté

de 0,85 a1,08.

Al igual que lo ocurrido con los titulos totales,

las vacunas 6 y 7

presentaron una evolucién similares en los valores de la relacion.

Relacisn 19G2 / gG1 @
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0.8 4 -—&—- VACUNA 9
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~—~ - VACUNA1
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;/ —O0—- VACUNAS
0.6
05
04 4 + . 1
30 dpv. 60 d.p.v. 90 d.pv. 120 d.p.v.

Relacion 19G2 / 1gG1
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0.4 -t f t
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Figura 23. (a) Variacién en el tiempo de la relacidn 1gG2 / IgG1 entre las vacunas con Ag1
solo (vacuna 9) o con la adicibn de AV1, AV2, PCM1 o PCM2 (vacunas 5, 7, 1y 3
respectivamente). (b) Idéntico analisis para las vacunas conteniendo Ag2 solo (vacuna 10) o

en presencia de PCM2 o AV1 (vacunas 4 y 6 respectivamente) y para la formulacion

comercial (vacuna 11).
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A partir de los datos de la tabla 6 no se puede concluir claramente si este
aumento en la relacion entre IgG2 e IgG1 es debido a un incremento en los
titulos de 1gG2, a un descenso de los de IgG1 o a una combinacién entre
ambas situaciones.

Para analizar tales posibilidades se tomaron los datos individuales de los
titulos de 1gG2, IgG1 y de sus cocientes para las vacunas 1, 3,4, 5,6,7, 8y
9 en todos los tiempos probados anteriormente y se estudio la existencia de
correlacion entre las distintas variables, esto es titulo de 1gG2 vs. relacion
IgG2 / IgG1 y titulo de IgG1 vs. relacién IgG2 / IgG1. Los resultados se
muestran en la figura 24.

Como se puede observar en la figura 24, el aumento de la relacion IgG2 /
IgG1 se correlaciona positivamente con el aumento en los titulos de 1gG2 (r
= 0,73540), mientras que no se observa correlacion alguna entre los titulos
de IgG1 y la misma relacién (r = 0,18685). Esto estaria indicando que el
aumento en la relacién se debe efectivamente a un aumento relativo en los
titulos de 1gG2 especificos con respecto a los de IgG1.

Por ultimo se decidié comparar el curso temporal de los titulos de IgG1 e
IgG2 especificas en forma independiente para las vacunas 3 (Ag1-PCM2), 7
(Ag1-AV2) y los controles 9 (Ag1), 10 (Ag2) y 11 (comercial), (figuras 25 (a)
y (b)).

Los titulos promedio de IgG2 especifica para las vacunas 3 y 7 mostraron
al igual que los de 1gG1, un pico a los 90 d.p.v., si bien los del primer isotipo

presentaron una menor caida entre los 90y 120 d.p.v.
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. Titulo [gG2 vs. Relacion IgG2 / 1gG1 : e __(_a)
e ' | Correlacién: r=0,73640 |
| Retacién lgG2/IgGljl | Y =0,44667 + 0,17336* X |
16
14 °

12

1
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(b)
Correlacién: r = 0,18688
Reflacion 1gG2 / Ithi Y =0,70007 + 0,05895 * X
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1.2 |
10
08
06

04

02

Titulo IgG1

Figura 24. (a) Correlacién entre el titulo de IgG2 bovina especificas para el VFA O1
Caseros y la relacion entre este titulo y el de IgG1. (b) Idéntica correlacion que en (a), pero
para el isotipo 1IgG1. En ambos graficos el tamano de la muestra fue de 213 casos
resultantes de las determinaciones de isotipos de las vacunas 1, 3, 4, 5, 7, 8 y 9 a los 30,
60, 90 y 120 d.p.v. El indice de correlacion r=0,7354 es significativo (p<0.005). Las lineas de

puntos marcan los limites de confianza del 95%.
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Figura 26. Evolucién en el tiempo de los titulos de IgG1 (a) e IgG2 (b) especificos para el
VFA O1-Caseros.

Las diferencias mas importantes de estas dos vacunas con respecto a las
vacunas control para el igG1 se observaron a los 90 d.p.v. Los titulos para
este isotipo fueron para la vacuna 3 entre 3,4 y 3,5 veces mayores que los
de las vacunas 10 y 11 respectivamente, y 5,6 veces mayores que los de Ia
vacuna 9. Para la vacuna 7 los niveles de IgG1 llegaron a ser 23 y 2,2
veces mas elevados que los de las vacunas 10 y 11 respectivamente, y 3,6

veces mayores que los de la vacuna 9 (figura 25 (a)).
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Para el isotipo 1gG2 las mayores diferencias se alcanzaron a los 120
d.p.v. La vacuna 3 presentd titulos 10 veces mayores que los de las
vacunas 10y 11 y 4,8 veces mas altos que los de la vacuna 9. La vacuna 7
indujo niveles de IgG2 especificos que fueron 10,2 y 10,7 veces mas
elevados que los de las vacunas 10 y 11 respectivamente, y 4 veces
mayores que los de la vacuna 9 (figura 25 (b)).

Tomados en conjunto estos datos se observa que para el isotipo IgG1 las
vacunas 3 y 7 tuvieron sus mayores diferencias con la vacuna 9, mientras
que para el isotipo IgG2 las mayores diferencias se establecieron con las

vacunas 10y 11.
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La validez del uso de cepas endocriadas de ratones como modelo para
estudiar la respuesta inmune al VFA, ha sido ampliamente documentada a
través de publicaciones realizadas por nuestro grupo y por otros laboratorios
del exterior3® 133.175.32

Las bondades del modelo murino se apoyan en la ailta sensibilidad del
mismo como instrumento para medir capacidad inmunogénica, la elevada
repetitividad tanto en ensayos in vitro como in vivo y el gran paralelismo que
presenta en sus respuestas con respecto al hospedador natural®* 98,

Estas caracteristicas le confieren la virtud de ser un buen medio para
estudiar y predecir la respuesta que se desarrollara en los huéspedes
susceptibles. A esto habria que afadir que los plazos para la obtencién de
resultados suelen ser mas cortos que con otras especies y que existe un
amplisimo conocimiento a cerca del sistema inmune de estos animales.

Muchos estudios han sido dirigidos para determinar la respuesta de
isotipos inducida en ratones inmunizados con antigenos virales o infectados
con virus activo® 112, 146.173.225 1606 hasta el momento ninguno habia sido
hecho en el sistema del VFA.

Coutelier et al.535485 reportaron que generalmente las infecciones por
virus inducen en ratones respuestas de anticuerpos del isotipo 1gG2a, y en
una menor medida del 1gG2b. Tal restriccion fue demostrada para una
amplia gama de virus con material genético de ADN o ARN, pareciendo ser
ademas independiente de la ruta de inoculacién o cepa del raton.

Sin embargo se han reportado otros perfiles isotipicos en cepas como
CBA/N y C3J xid donde, por ejemplo, la infeccién con virus de influenza
induce la produccion predominante de anticuerpos especificos del isotipo
IgG3 e 1gG1'8%. También para el herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) se
observa que la infeccién induce la sintesis de anticuerpos de la subclase

IgG11® y para la infeccidén con el virus de la encefalomielitis de Theiler
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murina la restriccion a la produccion de IgG2a se registra en las cepas
resistentes pero no en las susceptibles'’>.

El objetivo inicial de este trabajo de tesis fue el analisis de los perfiles
isotipicos inducidos en ratones Balb-C por la infeccién con el VFA cepa O1-
Campos y la posterior comparacion con los obtenidos por inmunizaciéon con
vacunas formuladas con virus purificado e inactivado en diferentes vehiculos
y en presencia de diversos inmunomoduladores, los cuales habian sido
previamente estudiados por nuestro grupo por su capacidad de prolongar la
proteccion inducida en el mismo modelo animal.

Entre los 14 y 60 d.p.i. el isotipo 1gG2b fue el predominante entre las IgG
totales especificas para el VFA en ratones infectados, seguida por la IgG1.
De acuerdo a Klaus et al.'?2y a Kipps et al.'1®, tanto la 1gG2a como la IgG2b
son los isotipos murinos mas efectivos en la activacion del complemento
como asi también en las respuestas celulares mediadas por anticuerpos.

La predominancia del isotipo 1gG2b en los animales infectados entre los
14 y 60 d.p.i., concordaria con la hipbtesis propuesta por Mc Cullough et al.
143,144 )3 cual plantea que la proteccion efectiva contra la infeccion del VFA
es llevada a cabo por parte de las células del sistema reticulo-endotelial a
través de la fagocitosis, mediada por anticuerpos, de las particulas virales.

Teniendo en cuenta esto seria importante la induccién de isotipos
especificos que fueran favorables para el desarrollo de tales modalidades de
respuesta inmune.

Berinstein et al.?° observaron una resistencia aumentada al desafio viral
en los animales vacunados con formulaciones oleosas conteniendo AV (89%
de proteccion) en relaciébn a aquellos inmunizados con la emulsidn

25, 26 reportaron que

convencional (24%). De la misma forma, estos autores
cuando el LPS o PCM eran incluidos en vacunas de hidréxido de aluminio, la

proteccién alcanzaba al 87,5 y 100% de los animales respectivamente,
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porcentajes estos mucho mayores a los observados en comparacion por la
formulacién convencional acuosa (20 al 28% de proteccion).

Estos valores de resistencia al desafio viral aumentados obtenidos por la
inclusion de los inmunomoduladores citados, no muestra sin embargo una
clara correlacion con el 1.S.N. alcanzado en cada caso en los experimentos
aqui llevados a cabo. Sin embargo para todos estas formulaciones
experimentales se registré una produccién mayor de IgG2b, comparada con
la de las vacunas convencionales.

Nuestros resultados muestran que el isotipo IgG2b fue predominante en el
plasma de los animales infectados y en aquellos grupos que presentaron un
alto porcentaje de resistencia al desafio viral. Por otro lado este isotipo fue
sélo temporariamente detectado en aquellos grupos de ratones inmunizados
con vacunas convencionales acuosa u oloesas, las que mostraron una
menor respuesta protectiva al desafio con el VFA. A pesar de precisarse
mas experimentos para confirmar la eficiencia de este isotipo particular en la
proteccion contra el VFA, estos resultados indican que el perfil de isotipos
inducido, ademas del nivel de A N., puede ser importante en la eficacia de
una formulacién vacunal.

Los animales infectados también diferian con respecto a los vacunados,
en la presencia de anticuerpos especificos contra el VFA del isotipo 1gG3.

La subclase IgG3 presenta la tendencia a formar agregados por uniones
no covalentes entre las regiones Fc de otras moléculas adyacentes de 1gG3,
ademds de caracterizarse por fijar pobremente el complemento'®* 105 Baxt
et al.?? encontraron que todos los AcM especificos de VFA que causaban
agregacion del virus, formando complejos inmunes, eran de la subclase
1gG3. Estos autores propusieron que la agregacion de las particulas virales
podria ser un posible mecanismo de neutralizacidn viral, sugiriendo ademas

que podria estar relacionado con el isotipo del anticuerpo involucrado en la
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misma. Este mecanismo podria funcionar en forma complementaria al
propuesto por Mc Cullough et al '#.

La regulacion de las clases y subclases de inmunoglobulinas sintetizadas
por los linfocitos B se encuentra bajo el control de las citoquinas producidas
por las células Th® 222 En particular la produccién del isotipo IgG3 en los

104

ratones parece estar asociada a una ausencia de tales linfoquinas '™, las

cuales tienden a dirigir la expresion hacia otras subclases. La presencia de
anticuerpos con tal isotipo, por lo tanto, puede estar reflejando en primera
instancia, la activacion de clones de células B sin la cooperacién de células
Th capaces de secretar linfoquinas.

Experimentos /in vivo mostraron que células B transferidas de ratones
infectados 8 dias antes, eran capaces de abortar la viremia en ratones
inmunosuprimidos por irradiacién, en ausencia de linfocitos T. De igual
forma ratones atimicos no veian afectada su capacidad de respuesta a la
infeccion con el VFA, en comparacion con los normales®.

A pesar de los bajos niveles de este isotipo en relacion a los restantes, es
notable que la 1gG3 fue la primera subclase de IgG inducida junto a con la
IgG1 alos 7 dp.i.

Tomados en conjunto, estos resultados podrian reflejar un posible rol de
la IgG3 durante los primeros pasos de la respuesta inmune al VFA en el
ratdn, o al menos indicar que durante estos primeros dias la respuesta es
llevada a adelante con una baja participacion del sistema T.

En cualquier caso esta restriccion de la produccién de IgG3 obtenida sélo
durante la infeccidn con el VFA, volveria a indicar que la respuesta inmune
en los animales infectados es llevada a cabo de diferente forma que luego
de la vacunacion.

Las diferencias en los perfiles isotipicos obtenidos entre los animales

infectados y los vacunados, y entre aquellos inmunizados con vacunas
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convencionales y los vacunados con formulaciones conteniendo adyuvantes,
indicarian diferentes condiciones de primado de la células Th en cada caso.
Los resultados presentados en esta seccion serian una forma posible de
relacionar el tipo de inmunizacién con la estimulacion del sistema de células
T, la composicion isotipica de los anticuerpos inducidos y la proteccion
contra el VFA,

La inclusién de inmunomoduladores en las formulaciones convencionales,
efectivamente provoco variaciones en el perfil de los isotipos murinos de I1gG
inducidos en el tiempo. Estos cambios isotipicos ocurrieron para ciertas
formulaciones, las cuales presentaron mayores porcentajes de animales
protegidos al desafio viral, marcando asi una posible correlacién entre estos
dos fenébmenos.

A partir de estos resultados se eligieron dos de los mismos
inmunomoduladores para ser incluidos en las pruebas en el huésped
natural, teniendo en cuenta la factibilidad de la utilizacion de tales
sustancias a escala industrial. Se decidié la comparacién de la respuesta
humoral total especifica para el VFA entre vacunas con o sin el agregado de
AV o PCM, como asi tambien el estudio del perfil de los isotipos relevantes
en cada caso.

La prueba utilizada para medir la respuesta humoral generada por cada
formulacion contra cada cepa viral incluida en la vacuna fue el ELISA en
fase liquida. Los ensayos empleados en esta tesis son esencialmente
iguales a los aplicados por los organismos oficiales encargados del control
de las vacunas comerciales y que hoy en dia reemplazan a las pruebas de
potencia como parametro exclusivo para la aprobacion de las mismas.

A si mismo las cuatro cepas incluidas en cada una de las formulaciones
fueron seleccionadas debido a que son las usualmente empleadas en las

vacunas comerciales.
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Se dispuso de dos suspensiones virales de cada uno de los cuatro
subtipos, una de ellas proveniente directamente del sobrenadante de los
tanques de produccion a escala industrial y la otra resultante de un proceso
de ultrafiltracién de aquel mismo sobrenadante. La concentracion de los
antigenos luego de la ultrafiltracion fue de 6 a 12 veces mayor que la del
sobrenadante sin tratamiento. Las concentraciones tanto del sobrenadante
de infeccion como de la suspensién ultrafiltrada, fueron ajustadas de forma
tal de obtener mezclas antigénicas conteniendo todas las cepas, en dos
diferentes concentraciones (Ag1 y Ag2). A partir de las suspensiones
provenientes directamente de los sobrenadantes de infeccion se elabor6 la
mezcla antigénica de menor concentracion (Ag1), mientras que la mezcla
antigenica de mayor concentracion (Ag2) se elaboréa partir de los
ultrafiltrados. La masa viral por dosis de la preparacién de Ag1 fue la mitad o
menos de la de Ag2, dependiendo de la cepa. Esta diferencia de
concentraciones entre las dos preparaciones antigénicas era suficiente para
demostrar la utilidad de los inmunoduladores como estimuladores de la
respuesta especifica al VFA, ya que si mediante la inclusibn de un
inmunomodulador en formulaciones con la menor concentracion de antigeno
(Ag1) se lograba inducir titulos de anticuerpos iguales a aquellas vacunas
con la mayor concentracion (Ag2), esto repercutiria en un enorme beneficio
econdémico a escala industrial. Por otro lado esto permitiria el manejo de
menores volumenes de preparaciones virales, reduciendo el riesgo de
escapes de virus de las plantas productoras.

Es ampliamente conocido el hecho de que la inmunogenicidad de cada
subtipo del VFA es diferente. Black et al.?® reportaron tales diferencias entre
los distintos serotipos incluidos en las vacuna anti-VFA, siendo la capacidad
inmunogénica del tipo O1 varias veces menor que la de los tipos A24 y C3.

En vista a que la inmunogenicidad de las capsides completas (146S) es
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aproximadamente 100 veces mayor que la de las particulas 12S producidas
luego de su disociacion’’ , estas diferencias entre capacidad inmunogénica
de los serotipos podrian ser explicadas en parte por la distinta estabilidad
que presentan los diversos tipos en la integridad sus cépsides76.

Atendiendo a este hecho, cantidades diferentes de cada uno de los
subtipos virales fueron incluuidas durante la formulacién de las vacunas. La
menor masa correspondi6 a la cepa C3/85 y la mayor a la cepa O1-Caseros.
Las restantes cepas fueron colocadas en concentraciones intermedias entre
estas dos, en todos los casos respetando las proporciones utilizadas a nivel
industrial.

La cepa O1-Caseros fue la que mostrdé mayores y mas persistentes
diferencias en la respuesta inducida de anticuerpos especificos cuando se
compararon la vacuna de menor concentracion de Ag (vacuna 9) con la de
mayor concentracion (vacuna 10). Por el otro lado el subtipo C3/85
practicamente no mostro diferencias en estas dos concentraciones. Estos
dos resultados tendrian relacion con las diferencias existentes en la
capacidad inmunogénica entre cepas, ya que mostrarian que aun las
menores masas antigénicas aqui utilizadas de la cepa mas inmunogénica
(C3/85) son capaces de inducir una buena respuesta de anticuerpos, al
menos indiferenciable con la inducida por concentraciones 2 veces mayores.
Sin embargo cuando el inmundgeno es mas pobre, como seria el caso del
serotipo O1-Caseros, la cantidad incluida en la vacuna tiene una influencia
mas notable en la respuesta humoral producida. Debido a esta razén se
eligié la cepa O1-Caseros para mostrar los efectos promovidos por la
inclusion de inmunomoduladores en las formulaciones convencionales.

Las evidencias mas claras de la accion de los adyuvantes se vieron

reflejadas en aquellas vacunas elaboradas con la menor concentracién de
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antigeno y que incluian los inmunomoduladores en sus concentraciones
mayores, esto es las vacunas 3 (Ag1-PCM2) y 7 (Ag1-AV2).

La inclusion de cualquiera de las dos sustancias permiti6 a estas
formulaciones con la menor masa antigénica alcanzar y en algunos casos
superar (como a los 90 d.p.v.) el nivel de anticuerpos especificos producidos
por la vacuna 10, la cual contenia la mayor concentracion de los virus (Ag2).

Otro tanto ocurri6 cuando se las compard con la vacuna comercial
(vacuna 11), dando lugar a que esta fuera agrupada junto con las
formulaciones 3, 7 y 10 como un conjunto sin diferencias estadisticas entre
ellas, desde los 30 a los 120 d.p.v. Los animales inmunizados con la
formulacion 10 (Ag2) presentaron un fuerte caida en el nivel de anticuerpos
entre los 60 y los 90 d.p.v. de forma que este grupo de animales se separé
de este conjunto transitoriamente a los 90 d.p.v.

De la misma manera tampoco existieron diferencias estadisticas entre las
vacunas 9, 1 y 5, elaboradas conteniendo s6lo Ag1 o con la inclusién de
PCM o AV en sus menores concentraciones, respectivamente. Estas tres
formulaciones indujeron niveles promedio de anticuerpos similares en el
transcurso de la prueba y siempre estadisticamente menores a los del grupo
de las vacunas 3, 7, 10 y 11. La vacuna 5, a la inversa de lo ocurrido con la
formulacién 10, mantuvo su nivel promedio de anticuerpos practicamente sin
cambios entre los 60 y los 90 d.p.v. Esto permiti6 asociarla al grupo de
vacunas con mayores titulos a partir de los 90 d.p.v.

De estos resultados se desprende que la inclusion de los
inmunomoduladores en sus mayores concentraciones a las vacunas con la
menor concentracion antigénica, fue efectiva en la induccién de niveles de
anticuerpos mayores en relacién a su control sin adyuvante (vacuna 9) e
indiferenciables a los de la formulacién con el doble de masa antigénica

(vacuna 10). Este efecto se demostré desde un primer momento a los 30
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d.p.v., y su accion se mantuvo en el tiempo hasta al menos 4 meses después
de la inmunizacién.

Tal como fue mencionado anteriormente, tanto la vacuna 3 (Ag1-PCM2)
como la vacuna 7 (Ag1-AV2) mostraron titulos promedio siempre
estadisticamente iguales a los de la formulacién comercial (vacuna 11). Esta
formulacion comercial fue seleccionada por ser la mejor del mercado en ese
momento y por haber superado la prueba de desafio viral con la cepa O1-
Caseros a los 90 d.p.v., protegiendo a la totalidad de los 16 bovinos
infectados. Si bien no se conocieron todos los detalles de composicion de
esta vacuna, se conocia que la misma habia sido producida en cultivos
Frenkel, los cuales producen virus en concentraciones mayores que los
cultivos de BHK'®. A partir de estos datos se podria deducir que la
concentracion antigénica en esta vacuna era al menos comparable a la de
Ag2.

Los resultados obtenidos por la inclusion de estos adyuvantes en estas
condiciones, en cuanto al nivel de anticuerpos especificos inducidos,
muestran su relevancia a la luz del hecho comprobado de que el valor que
alcanzan dichos anticuerpos especificos es fundamental en la determinacion
de la proteccion a la infeccién del VFA, existiendo correlacion entre estos
dos fenémenos'24. 167.219.227

También es importante remarcar que estos resultados fueron
demostrados con la cepa O1-Caseros, que es reconocida como la menos
inmunogénica de las cuatro comunmente utilizadas y la que mayores
inconvenientes plantea a la hora de establecer una proteccion eficiente a la
infeccion natural

Otro efecto importante del uso de los adyuvantes fue el observado en la
vacuna 5 (Ag1-AV1). Esta formulacién si bien indujo niveles de anticuerpos

inicialmente indiferenciables a los de la vacuna 9, puso de manifiesto la
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accion adyuvante del AV entre los 60 y 90 d.p.v. generando un grado de
estimulacion de la inmunidad humoral suficiente como para mantener el nivel
de anticuerpos casi invariable entre estos dos tiempos. Este hecho toma
mas trascendencia si se remarca que precisamente entre estos dos tiempos
ambas formulaciones control sin adyuvantes (vacunas 9 y 10), como asi
tambien la formulacién comercial (vacuna 11), mostraron sus caidas mas
bruscas en el titulo de anticuerpos inducidos. De esta forma el uso del AV,
aun en su menor concentracién, permiti6 que una vacuna inductora de
niveles iniciales moderados de inmunidad humoral se comportara, a medida
que transcurrié el tiempo, como los inmunégenos formulados con la mayor
cantidad de antigeno

La inclusion de los adyuvantes en cualquiera de sus dos concentraciones
a la mezcla antigénica en la mayor concentracion, no logré mejorar la
capacidad inductora de anticuerpos mostrada en general por el grupo de las
vacunas 3, 7, 10 y 11. La vacuna 6 (Ag2-AV1) indujo una respuesta similar a
la de la vacuna 7 (Ag1-AV2) en todos los tiempos testeados. Por otro lado
las vacunas 2 (Ag2-PCM1), 4 (Ag2-PCM2) y 8 (Ag2-AV2) produjeron en
terminos generales titulos intermedios a las de los grupos de vacunas antes
mencionados (vacunas 3, 7 ,110 y 11 y vacunas 9, 1 y 5). Sin embargo
alternativamente la formulacién 4, entre los 60 y 90 d.p.v., y la formulacién 2,
entre los 90 y 120 d.p.v., mostraron caidas menos pronunciadas en el titulo
de anticuerpos que la mayoria de las restantes formulaciones. Esto les
permitid llegar a los 120 dias con un nivel de anticuerpos similar al de las
formulaciones mas efectivas en la induccion de los mismos.

Es posible que la accién de estos adyuvantes en la inmunomodulacién de
la respuesta humoral en estos casos, sea menos notable cuando la masa
antigénica inicial es suficientemente grande como para generar per se una

buena estimulaciéon. Se debe tener en cuenta ademas que las preparaciones
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virales provenian de sobrenadantes de infeccion de cultivos de células en
suspension, lo cual trae aparejado la presencia de una gran cantidad de
restos celulares contaminantes. Esta situaciéon es mas acentuada luego del
proceso de ultrafiltracion al que fueron sometidas previamente las
preparaciones de Ag2, ya que junto con el virus también los residuos
celulares fueron concentrados. Esto podria haber llevado al secuestro de
parte del adyuvante incluido por parte de estos restos celulares y una menor
disponibilidad de los mismos, disminuyendo asi su eficacia.

Como ultimo elemento a considerar cabe mencionar que no se observaron
diferencias notables en el empleo de uno u otro adyuvante, esto es PCM o
AV, en relacién al nivel inmunidad humoral inducida. Las unicas excepciones
podrian ser el comportamiento ya comentado de la vacuna 5 (Ag1-AV1)
entre los 60 y 90 d.p.v., efecto que no fue demostrado en su contraparte con
PCM (vacuna 1, Ag1-PCM1), y los niveles iniciales de anticuerpos
producidos por la vacuna 6 (Ag2-AV1) que fueron algo mayores a los de la
vacuna 2 (Ag2-PCM1).

Teniendo ya informacion de la capacidad inmunogénica de cada una de
las vacunas utilizadas en la prueba, se decidié estudiar la composicién
isotipica de los sueros obtenidos durante el transcurso de la misma.

Se eligid la deteccién de los isotipos de IgG bovinos ya que era poco
probable encontrar en el suero y en los tiempos testeados a las restantes
clases, IgM e IgA, siendo por lo tanto de importancia relativa en la inmunidad
humoral inducida.

A diferencia de los ensayos empleados en la deteccion de los isotipos de
IgG murinos, en las pruebas de bovinos se conté con AcM (DAS-17 y DAS-
2) como detectores anti-isotipo, ambos facilitados gentilmente por el Dr. S.

Srikumaran de la Universidad de Nebraska, Lincoln, USA.
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Uno de los problemas mas comunes que presenta la deteccidn y
cuantificaciéon de los isotipos de IgG de bovino es que los reactivos anti-
isotipo puedan reaccionar en mayor medida determinadas variantes de los
isotipos, subestimando otras. Este inconveniente es debido a que muchos
de los reactivos anti-isotipo poseen una reactividad dirigida contra ciertos
determinantes alotipicos y por lo tanto no detectan inmunoglobulinas que
pertenezcan a otros alotipos diferentes. En el caso particular del isotipo
IgG2, el cual presenta dos variantes alotipicas?®, una publicacion reciente
reporté que el 80% de sueros detectores policlonales y monoclonales alli
evaluados, detectaba una u otra de las variantes alotipicas‘". En esa
misma publicacién, se demostré que el AcM aqui utilizado para la deteccion
de 1gG2 (DAS-2) presentaba igual sensibilidad de deteccion para ambos
alotipos, A1 y A2, siendo por lo tanto la deteccion del IgG2 en los ensayos
de ELISA aqui empleados, de igual sensibilidad independientemente del
alotipo que tuviera el animal.

En estos ensayos no se pudo contar con los isotipos de IgG bovinos
aislados de forma tal de poder normalizar las posibles diferencias de
afinidad y concentracién entre los dos AcM detectores. Esta situacion si
bien permitio el seguimiento de los titulos de un mismo isotipo a la largo del
tiempo y entre los diferentes tratamientos, hizo imposible la comparacion
entre los niveles de ambas subclases. Se decidié por lo tanto, tomando
como ejemplo la bibliografia anterior'®®, reunir ambos titulos en un solo
numero que resultaba del cociente entre ellos. Este es un valor arbitrario
que se utilizo para simplificar la comparacién de las formulaciones durante
el transcurso de la prueba y no explicita la mayor o menor presencia de un
determinado isotipo en la muestra de suero, sino la relacion entre ellos.

El analisis realizado se focaliz6 en el estudio de la respuesta isotipica de

las 1gG especificas para el VFA O1-Caseros de las vacunas 3 (Ag1-PCM2) y
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7 (Ag1-AV2), que habian resultado las mas exitosas en la induccion de
anticuerpos, teniendo en cuenta que su formulacién habia sido realizada con
la menor concentracion de antigeno. El objetivo era ver si estas
formulaciones presentaban diferencias con las otras que incluian Ag1,
PCM2, o AV2. Ademas se incluyé en la comparacién a la vacuna 10 (Ag2), la
vacuna 11 (comercial) y la 6 (Ag2-AV1), esta ultima con un comportamiento
casi idéntico a la vacuna 7, en cuanto al nivel de anticuerpos totales
especificos.

Las vacunas 3 (Ag1-PCM2), 6 (Ag2-AV2) y 7 (Ag1-AV2) presentaron una
tendencia a aumentar el valor promedio de la relacion IgG2 / IgG1 (de 0,74 a
1,08) desde los 30 d.p.v., mostrando el maximo a los 120 d.p.v. Por otro lado
todas aquellas vacunas que no contenian adyuvante (formulaciones 9y 10)
y la vacuna comercial (formulacion 11) mostraban un maximo en el valor
promedio de la relacion entre los titulos de IgG2 e IgG1 a los 60 6 90 d.p.v.
para luego descender, situandose siempre estos valores por debajo de 1.
Las restantes formulaciones analizadas presentaron un patron distinto a las
anteriores, experimentando dos picos en el valor de la relacidén usualmente a
los 30y 90 d.p.v.

De esta manera, al igual que lo ocurrido con los anticuerpos totales, la
respuesta inducida por las vacunas 3 y 7 se diferencio a las del resto, en
este caso por mantener una tendencia constante a aumentar el valor de la
relacion 1gG2 / IgG1 y debido a los valores que alcanzé dicho cociente. De
igual forma, como antes la vacuna 6 tuvo un comportamiento similar a la
vacuna 7.

Los datos individuales de los titulos de IgG1 e IgG2 de todas las vacunas
antes analizadas para los 4 tiempos fueron utiizados para estudiar por una
parte la correlacién entre los titulos de IgG2 y su cociente con los del IgG1 y

por otra la de los titulos de IgG1 con la misma relacion. E! analisis de
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regresion lineal de ajuste por cuadrados minimos arrojé6 como resultado la
existencia de correlacion positiva entre los niveles de IgG2 y los valores del
cociente entre los titulos de 1IgG2 e IgG1. Por el contrario, el mismo analisis
no mostrd correlaciéon entre los valores de IgG1 y los de la relacion 1gG2 /
IgG1. Esto demostraba que el aumento en el valor de la relacion IgG2 / 1gG1
se debia a un incremento de los titulos de 1gG2 en comparacidén con los de
1gG1.

La evolucion en los perfiles isotipicos estaria relacionada con la presencia
del inmunomodulador y no con el nivel de anticuerpos inducido, con la
cantidad de antigeno o el tipo de adyuvante empleados (PCM o AV).
Algunos de estos hechos pueden observarse comparando la respuesta de
isotipos de las vacuna 6 (Ag2-AV2) y 11 (comercial) que mostraron grandes
similitudes en los titulos totales de anticuerpos entre ellas, y que sin
embargo mostraron una respuesta de isotipos totalmente diferente entre si,
siendo la de la vacuna 6 muy similar a la de la 7 (Ag1-Av2).

Para complementar los datos anteriores se estudid que ocurria en el
tiempo con los titulos de ambos isotipos por separado, comparando las
formulaciones 3 y 7 con sus controles.

Las vacunas 3 y 7 exhibieron los niveles mas elevados de ambos isotipos
en practicamente todos los tiempos. Para la subclase IgG1 llegaron a ser, a
los 90 d.p.v., entre dos y tres veces superiores a los de la vacunas 10y 11y
entre tres y cinco veces mayores que la vacuna control de Ag1 (formulacién
9). En cuanto al isotipo IgG2 las diferencias mayores con respecto a las
formulaciones control se registraron a los 120 d.p.v. y los titulos de las
mismas se encontraron diez veces por encima de las vacunas 10y 11 y
aproximadamente cinco veces por sobre los de la vacuna 9. Se desprende

de esto que el uso de estos adyuvantes favorecid en términos generales un
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aumento en el titulo de ambos isotipos, especialmente entre los 90 y 120
d.p.v., aunque modificé las proporciones entre ellos.

Las evidencias existentes hoy en dia en cuanto a la utilidad de la
presencia de un determinado isotipo bovino en la construccién de una
respuesta protectiva contra un determinado agente, no siempre son
completas y en algunos casos son controversiales. Esto es una
consecuencia directa de los menores conocimientos que se tienen sobre las
inmunoglobulinas bovinas y su funcionalidad, en relacién a otras especies
como el ratén y de la falta de experimentos que permitan verificar tales
funciones in vivo.

El isotipo 1gG1 fue descripto por algunos autores como buen fijador del
complemento de cobayo y conejo??, mientras que el IgG2 poseeria la
capacidad de opsonizar en forma independiente del complemento?®4. No
obstante otros autores no encontraron diferencias en la capacidad de una y
otra subclase en la interaccion con el complemento homélogo bovino'4®.
Estos mismos autores reportaron que el IgG2 poseia la capacidad promover
la fagocitosis de eritrocitos por parte de monocitos y neutrofilos, mientras
que la IgG1 favorecia la fagocitosis solamente por monocitos cultivados
durante mas de una semana. Sin embargo otros investigadores''
reportaron la existencia exclusiva de receptores para IgG1 en macréfagos,
mientras que los neutréfilos tendrian receptores para 1gG2.

De igual manera mientras para ciertas bacterias como Brucella abortus la
respuesta pareceria estar restringida al isotipo 1gG14®, para otras como
Streptococcus agalactiae esta pareceria estar dominada por 1gG2'¥’.

Entre los escasos estudios que existen sobre los perfiles isotipicos
inducidos en bovinos inmunizados con antigenos del VFA, se destaca el

realizado por Mulcahy et al.'®®, donde se relaciona la presencia del isotipo

IgG1 con una mayor capacidad protectiva de la respuesta inducida. Los
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autores llegan a esta conclusion a partir de observar una mayor presencia
del isotipo IgG1 en el suero de los animales infectados y vacunados con
vacunas convencionales en relacion a otros inmunizados con peptidos
sintéticos. Sin embargo los bovinos inmunizados con péptidos sintéticos, a
pesar de presentar en general mayores titulos de IgG2 respecto a los
anteriormente mencionados, mostraron una gama de respuestas isotipicas
con mayor o menor presencia de IgG1 e 1gG2, no pudiéndose discernir a
partir de los perfiles de isotipos caracteristicas predictivas de la proteccion
inducida luego de la inmunizacién. Siendo este el caso, es dificil explicar la
baja capacidad protectiva de las vacunas formuladas a péptidos en terminos
de exclusivos de los isotipos inducidos. De la misma forma, las evidencias
presentadas en favor de una mayor utilidad del isotipo IgG1 en los
mecanismos protectivos no parecen hasta el momento conclusivas.

Al realizar un estudio de este tipo deben ser tenidos en cuenta los
factores relacionados con la variacion entre individuos. Entre ellos la
reactividad de los anticuerpos anti-isotipo contra determinantes alotipicos no
es un elemento de importancia menor, ya que puede modificar radicaimente
la interpretacién de los resultados. Los AcM aqui utilizados demostraron
reaccionar con igual afinidad contra las diversas variantes alotipicas
descriptas en el bovino, lo que hace a estos datos confiables a ese respecto.

La presencia de adyuvantes en el medio en el cual el antigeno es
presentado, asi como la presencia de epitopes T en el mismo y su
naturaleza quimica y biolégica junto con la forma macromolecular en que
este es presentado, posiblemente sean los principales factores que tengan
influencia en el perfil de citoquinas sintetizado durante la activacion de la

respuesta especifica. Teniendo en cuenta que sobre este perfil se basa a su

a8

vez la regulacién isotipica de las inmunoglobulinas®™, los adyuvantes
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podrian por esta via, influir en la determinacién de los isotipos de los
anticuerpos sintetizados.

Los mecanismos que mediaron la variacion isotipica aqui descripta, pasan
seguramente por la estimulacion diferencial que recibieron las poblaciones
de celulas Th de los grupos inmunizados con estas vacunas, ya que ambos
adyuvantes utilizados son conocidos por su capacidad para estimular la
inmunidad celular® '®'. Corroborando este hecho, resultados preliminares
obtenidos en nuestro laboratorio en ensayos de linfoproliferacion in vitro con
células mononucleares periféricas confirman la mayor estimulacién del
sistema T colaborador en los animales inmunizados con vacunas
conteniendo PCM o AV.

Nuestros resultados muestran que la inclusion de PCM o AV, en especial
en las formulaciones 3 y 7, estimuld la produccion de ambos isotipos IgG1 e
IgG2, con una mayor proporcion de 1gG2; respecto a sus controles sin
adyuvante. Este resultado es importante ya que independientemente de cual
sea el isotipo mas favorable en el establecimiento respuestas de tipo
protectivas contra el VFA, ambas vacunas experimentales indujeron

aumentos tanto en los titulos de IgG1 como de 1gG2.
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CONCLUSIONES



1. Las diferencias en los perfiles de isotipos de IgG murinos presentadas
entre los animales infectados y los vacunados, reflejan diferentes condiciones
de activacion de la células Th a través del tiempo. Las particulas virales
activas podrian diferenciarse de las inactivadas en la masa de antigeno
generada luego de la replicacion en el animal, en el curso temporal y los sitios
en que se produciria la aparicién de antigeno circulante en el organismo. Estos
factores, entre otros, afectarian la forma de presentacién antigénica de cada
inmunégeno y en ultimo caso el nimero y tipo de poblaciones de células T

involucradas en uno y otro caso.

2. La inclusién de los inmunomoduladores aqui empleados en las vacunas
convencionales inoculadas a los ratones indujo variaciones en las subclases
de IgG de los anticuerpos anti-VFA sintetizados, modificando las proporciones
entre ellas y promoviendo la aparicion y mantenimiento de determinados
isotipos no presentes en las formulaciones sin adyuvantes. Teniendo en
cuenta la capacidad estimulatoria que estos adyuvantes poseen en cuanto a la
actividad T colaboradora, es probable que su accion haya permitido la sintesis
de citoquinas distintas a las de las vacunas convencionales las cuales a su vez

hayan promovido la aparicién de anticuerpos especificos de diferente isotipo.

3. Los cambios en la composicién isotipica de los anticuerpos murinos
especificos registrados en las vacunas conteniendo inmunomoduladores se
correlacionan con mayores porcentajes de proteccion provistos por estas
vacunas en relacion a los controles sin adyuvantes. Es remarcable el hecho de
que al menos hasta seis meses después de la vacunacién, la presencia y
dominancia de ciertos isotipos en el plasma de los ratones inoculados con las
vacunas experimentales fuera similar a los de los ratones infectados, los

cuales exhiben proteccién de por vida a la reinfeccion con el virus homélogo.
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Este hecho indicaria que la accién inmumodulatoria promovida por los
adyuvantes permité la sintesis de anticuerpos de subclases mas efectivas en

la construccion de una respuesta protectora.

4. La utilizacion en bovinos de dos de los inmunomoduladores evaluados en
el modelo murino, PCM y AV, incluidos en sus mayores concentraciones a las
mezclas antigénicas con la menor concentracién (Ag1) permiti6 a estas
formulaciones (vacunas 3y 7, respectivamente) alcanzar titulos de anticuerpos
especificos siempre mayores a los de su control elaborado sélo con Ag1

(vacuna 9).

5. Estas mismas dos vacunas experimentales produjeron, al menos hasta
cuatro meses despues de la inmunizacion, titulos de anticuerpos anti-VFA
iguales o superiores a los de la vacuna conteniendo una masa viral dos veces
mayor (Ag2, vacuna 10). De la igual forma las formulaciones 3 y 7, no
exhibieron diferencias significativas en ningun tiempo con los niveles de
anticuerpos especificos producidos por la vacuna comercial, formulada con
una concentracion antigénica al menos comparable a la de Ag2 y seleccionada

por haber conferido proteccion al 100% de los bovinos desafiados a los 90

d.p.v.

6. Los perfiles de isotipos de IgG1 e IgG2 bovinos mostrados por las
vacunas 3 y 7 fueron diferentes a los de las vacunas elaboradas solo con Ag1
0 Ag2, y a los de la vacuna comercial, mostrando las primeras una tendencia a
un mayor aumento en proporcidén del isotipo 1IgG2 en funcion al IgG1. Esta
variacién en la composicién isotipica de las inmunoglobulinas especificas

estaria relacionada con la presencia de los inmunomoduladores en las

vacunas.
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7. Se pudo comprobar que la utilizacién de estos inmunomoduladores en las
vacunas de menor masa antigénica promovid, entre los 90 y 120 d.p.v,, un
fuerte incremento de los titulos de IgG1 tanto como de I1gG2 en relacion a las
vacunas control. De esta forma, independientemente de cual de los dos
isotipos sea el mas eficiente en inducir una respuesta protectiva, los dos

adyuvantes promovieron el aumento de ambos isotipos.
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