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Evaluación de vacunas peptídicas contra el virus de la fiebre aftosa en bovinos.

Aislamiento y caracterización de mutantes de escape.

EI virus de Ia fiebre aftosa (VFA) pertenece a la familia Picomaviridae y es el agente

causal de la fiebre aftosa (FA). Esta enfermedad causa grandes pérdidas económicas en

el mundo y se controla mediante vacunación regular con una vacuna a virus inactivado.

Esta vacuna presenta desventajas relacionadas principalmente con la manipulación de

grandes cantidades de virus vivo y la inactivación incompleta de las preparaciones virales.

En este trabajo se evaluó el potencial de vacunas peptídicas representando los sitios

antigénicos A y C derivados del VFA serotipo C3 unidos a un epitope para células T

derivado del VFAde seotipo O. como alternativa a las vacunas convencionales. Con este

fin, se realizaron 5 experimentos de vacunación que involucraron 120 bovinos en total y

se estudiaron los efectos de diferentes esquemas de vacunación y distintas dosis de

inmunógeno. En cada experimento se evaluó la inducción de anticuerpos neutralizantes,

Ia Iinfoproliferaciónen respuesta a antígenos virales y Ia protección frente al desafío con

virus homólogo. Los mayores niveles de protección alcanzados fueron del 40% y no fue

posible establecer una correlación entre protección y título de anticuerpos neutralizantes o

respuesta linfoproliferativafrente a virus entero.

En 12 de 29 lesiones rescatadas de los bovinos vacunados con péptidos sintéticos que no

resultaron protegidos frente al desafío viral, se aislaron virus mutantes con sustituciones

aminoacídicas únicas en la región del sitio A, en posiciones críticas para Ia antigenicidad

del VFA. Las posiciones que se vieron alteradas fueron R (141) -—>G,incluida en el triplete

RGD altamente conservado en los diferentes serotipos de VFA, L (144) —>Py L (147) —>P.

Las variantes virales se caracterizaron fenotipicamente en cuanto al tamaño de placa y a

su velocidad de crecimiento y antigénicamente mediante ensayos de ELISA y

neutralización con un panel de anticuerpos monoclonales secuenciales y

conformacionales. Los resultados mostraron que las sustituciones L(144)—Py L(147)-P

tienen un efecto muy importante en Ia antigenicidad del VFA y afectaron múltiples

epitopes dentro del sitio antigénico A. La mutación R(141)-G, en cambio, tuvo un efecto

menor afectando sólo Ia reactividad con un AcM.



Resumen

Se discuten las posibles modificaciones en Ia formulación de las vacunas peptidicas para

aumentar su capacidad protectiva y las implicancias de las sustituciones aminoacídicas
encontradas en las variantes virales.

Palabras claves: vacunas peptidicas, VFA, mutantes de escape de VFA, respuesta

inmune, heterogeneidad antigénica del VFA.



Abstract

ABSTRACT

Evaluation of peptide vaccines against foot-and-mouth disease in cattle. lsolation

and characterization of escape mutants

Foot-and-mouth disease virus (FMDV) belongs to the Picomavin'dae family and is the

causative agent of foot-and-mouth disease (FMD). FMD is the economically most

important disease of cattle and other farm animals and ¡ts control is based on regular

vaccination with an inactivated whole-virus vaccine. However, there are several

disadvantages in the use of such vaccines related to the risk of reintroduction of the

disease by the handling of large ammounts of infectious virus or by incomplete inactivation

of the antigen. In this work, the potential of peptide vaccines bearing antigenic site A and C

regions and a T-cell epitope of FMDVserotype C3. was evaluated as an alternative to

conventional vaccines. For this purpose, 5 different vaccination experiments, involving a

total of 120 bovines, were carried out and the efects of modifications in the timing of the

immunizations and of different doses of peptides were studied. Induction of neutralizing

antibodies. Iymphoproliferation in response to viral antigens and protection against

challenge with homologous infectious virus were examined. The highest level of protection

achieved was of 40% and protection showed a limited correlation with serum neutralization

activity and Iymphoproliferation in response to whole virus.

In 12 out of 29 lesions from peptide vaccinated cattle that were not protected after

challenge, FMDVmutants with a unique amino acid substitutions at antigenic site A, were

identified. The replacements found were R(141)-G, at the highly conserved RGD motif,

L(144)-P and L(147)-P. The results showed that substitutions L(144)-P and L(147)-P were

critically involved in FMDV antigenicity afecting multiple epitopes within antigenic site A.

However, substitution R(141)—Ghad a minor effect, affecting the reactivity of just one Mab.

Variant viruses were also phenotipicallyand antigenically characterized.

Possible modifications of the vaccine formulation to increase protective activity as weII as

implications of the substitutions identified in the viral mutants are discussed.

Key words: peptide vaccines, FMDV, FMDV escape mutants, immune response,

antigenic heterogeneity of FMDV.
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1. La fiebre aftosa

1.1 Generalidades

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad altamente contagiosa que afecta a animales de

pezuña partida, principalmente bovinos y porcinos (Pereira y col., 1981). También afecta

al ganado caprino, ovino y a más de 30 especies de animales silvestres como llamas,

antílopes, ciervos y jabalíes, entre otros (Forman y Gibbs, 1974). La enfermedad fue

descripta por primera vez en Italia por Frascatorius en el año 1546 (Frascatorius, 1546). El

virus de la fiebre aftosa, agente causal de la fiebre aftosa, fue identificado por Loeffler y

Frosch en 1897 y es el primer virus animal reconocido.

La FA se caracteriza por la aparición de un cuadro febril inicial seguido por la formación

de lesiones vesiculares o aftas en mucosas y en ciertos epitelios principalmente en las

mucosas de la boca y la nariz, en pezones y espacios interdigitales (Schudel y Sadir,

1986). La aparición de las vesículas dificulta la alimentación y la movilidad de los animales

afectados (Shahan, 1962).

El virus penetra por vía respiratoria o a través de los epitelios de la boca o la nariz, replica

rápidamente en las células epiteliales del punto de entrada y da lugar a la formación de

una vesícula o afta primaria. Al cabo de 3 ó 4 días, el virus pasa a torrente sanguíneo y

origina una viremia. Se distribuye entonces por todo el organismo alcanzando epitelios

alejados del punto de entrada, provocando la aparición de aftas secundarias.

Durante Ia fase aguda de Ia enfermedad se encuentran altos niveles de virus en todas las

secreciones y los aerosoles derivados principalmente de los conductos respiratorios, en la

sangre, órganos, tejidos y excreciones (Burrows, 1968). El virus es fácilmente transmisible

de animales infectados a animales susceptibles por contacto directo a través de la saliva,

leche y semen, por inhalación, ingestión o penetración de partículas infecciosas en

lesiones de la piel (Cottral y co|., 1968, Hyslop, 1965, Sellers, 1971), ya que se necesitan

muy pocas partículas infecciosas para iniciar un proceso infectivo. La enfermedad puede

ser transmitida también en forma indirecta por medio de productos animales

contaminados (Cottral y col., 1960), restos de animales, equipos agrícolas, ropa,

personas, etc.

Los niveles de mortalidad de la enfermedad en animales adultos no superan el 5% y la

evolución de los individuos infectados es benigna, con regeneración de los tejidos

dañados. La respuesta inmune contra el virus es responsable de la desaparición de Ia

viremia y de la reconstitución de los tejidos dañados.
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Sin embargo, en animales jóvenes la infección puede producir miocarditis y elevar Ia tasa

de mortalidad a niveles de hasta el 50%. Si bien la mayor parte de los animales adultos

infectados se recupera completamente de la enfermedad, un número variable puede

convertirse en portador asintomático de la enfermedad. El estado de portador puede durar

desde pocas semanas hasta años y puede producirse también luego de infecciones
subclínicas o en animales con inmunidad insuficiente.

Los animales portadores representan un reservorio natural del virus ya que el mismo

permanece en la faringe. Es posible recuperar virus infeccioso de la región orofaríngea de

los animales portadores en forma intermitente por largos períodos de tiempo luego de la

infección (Sutmoller y co|., 1968, Van Bekkum y coI., 1959). La importancia del estado

portador radica no sólo en la permanencia de virus infeccioso en el campo como fuente de

inóculo, sino también en la aparición de nuevas variantes debido a la posibilidad de

aparición de cambios antigénicos en el virus durante su replicación en estos animales

(Fagg y Hyslop, 1966, Gebauer y col., 1988). Estas nuevas variantes pueden escapar a Ia

inmunidad generada por las vacunas en el resto de la población susceptible.

1.2 Importancia económica y distribución geográfica

A pesar de que la FA presenta bajos índices de mortalidad, es una de las enfermedades

del ganado que causa mayores pérdidas económicas en el mundo. Los animales

afectados presentan una pérdida del peso corporal importante como consecuencia de las

lesiones presentes en la boca y las patas y una reducción en la productividad de carne y

leche, Io que puede disminuir su rendimiento económico hasta un 25%. A estos factores

se suman los altos costos implicados en la implementación de las medidas de control y

programas de erradicación. Sin embargo, las pérdidas económicas más importantes se

deben a las restricciones impuestas por los países libres de la enfermedad a la

comercialización de carnes y subproductos de origen animal provenientes de los paises

del circuito aftósico.

La facilidad de diseminación del VFA y su elevada contagiosidad son las causas

principales de que la FA se encuentre ampliamente distribuida en el mundo. La fiebre

aftosa es endémica en África, parte de Asia y de Sudamérica. Los paises de Ia

Comunidad Económica Europea (CEE), América del Norte y Central, Chile, Uruguay,

Australia, Nueva Zelanda, Japón, Singapur, Indonesia, Malta y paises escandinavos

tienen el reconocimiento internacional de países libres de FA y aplican estrictas medidas

sanitarias ante posibles focos para mantener el estado de países libres de la enfermedad.

12
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En la CEE, la erradicación de la FA se logró mediante campañas de vacunación que se

suspendieron en el año 1991. Sin embargo, en febrero de 1993 ocurrieron varios brotes

en Italia que obligaron a eliminar miles de cabezas de ganado y en 1994 y 1996 se

reportaron varios brotes en Grecia (Kitching, 1998). América del Sur, Chile y Uruguay son

países libres de la enfermedad. En el Uruguay no se han registrado brotes de Ia

enfermedad desde 1990 y ha sido declarado libre de la enfermedad en el año 1994 por Ia

Organización Internacional de Epizootias (OIE). En la Argentina, en abril de 1997 se

cumplieron 3 años sin presencia clínica de FA por lo que en la actualidad es considerado

internacionalmente como país libre con vacunación, habiéndose dejado de vacunar en

abril de 1999. El Paraguay posee el status de país libre de FA con práctica de vacunación.

1.3 La fiebre aftosa en la Argentina

En nuestro país, el sector agropecuario cumple un rol protagónico en la economía. Las

exportaciones provenientes de este sector tienen una gran influencia en el intercambio

comercial y dan lugar a una intensa actividad industrial (industria frigorífica, láctea y

veterinaria, entre otras). La FA ha ocasionado grandes pérdidas económicas al país

estimadas en aproximadamente 1.000 millones de dólares anuales. producto de las

pérdidas directas causadas por la enfermedad, de la diferencia en el precio existente

entre los circuitos aftósico y no aftósico y de la importante caída en el volúmen de las

exportaciones.

En la Argentina no se han reportado brotes de la enfermedad desde abril de1994 y fue

declarada libre de aftosa con práctica de vacunación en mayo de 1997 por la OIE. Esta

nueva situación permitió un aumento importante de los volúmenes y precios de las

exportaciones a los mercados ya existentes, asi como también la apertura de nuevos

mercados. La Argentina ha tenido vedado el acceso al mercado estadounidense desde

hace 60 años por la FA. El nuevo status de nuestro país permitió que los Estados Unidos

destrabaran el ingreso de carne vacuna proveniente de la Argentina en junio de 1997.

La vacunación en la Argentina ha cesado en abril de 1999. Sin embargo, esta medida

debe contemplar algunos problemas tales como la posibilidad de aparición de brotes, la

disponibilidad de un banco de vacunas y el control estricto de las fronteras. A mediados

de enero se detectó un brote de FA serotipo O en el estado brasilero de Mato Grosso do

Sul luego de 4 años de ausencia de brotes. A pesar del status del Paraguay de país libre

con vacunación, el brote fue inicialmente atribuido a ganado infectado presente en el

limitedel Paraguay, aunque finalmente no se encontraron evidencias de la enfermedad en
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ese pais.

En el año 1998 hubo 370 casos sospechados de FA en nuestro país. Sin embargo, todos

ellos probaron ser negativos. Antes de que se sugiriera a abril de 1999 como fecha límite

de vacunación, el Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA) evaluó 58.000

animales, incluyendo animales salvajes, y todos ellos resultaron negativos. Este hecho

podría sugerir que no existe más virus circulante en el país lo cual avala la discusión de

detener definitivamente la vacunación en Ia Argentina (AnimalPharm., 1998).

1.4 Control de la fiebre aftosa

Los factores que dificultan el control de la FA son muy variados. Entre ellos se encuentra

la alta contagiosidad de la enfermedad, la complejidad de la respuesta inmune, la

variación antigénica del virus, la diversidad de hospedadores y la existencia de portadores

asintomáticos. Sin embargo, mediante la implementación de medidas de control severas y

sistemáticas ha sido posible erradicar la FAde varios países.

En América del Sur se realizan campañas de vacunación preventiva de todo el ganado y

seguimiento epidemiológico de cualquier foco de la enfermedad (AIonso-Femandez y col.,

1981). Los focos son más frecuentes en las áreas de cría extensiva, en las que muchas

veces resulta difícil la vacunación de todo el rodeo y el movimiento de animales vivos

ayuda al traslado del agente infeccioso. Estas regiones presentan complicaciones

adicionales como el nacimiento de terneros que incrementan la cantidad de animales

susceptibles y la existencia de fauna silvestre que constituye un importante reservorio

natural.

Las vacunas utilizadas en los programas de erradicación de la enfermedad son a virus

inactivado químicamente, formuladas en adyuvante oleoso o acuoso. La inmunidad

protectora es de menor duración que la conferida por la infección, necesitándose vacunar

1 ó 2 veces al año cuando se utilizanvacunas oleosas y 3 ó 4 veces al año en el caso de

las vacunas acuosas. También se han utilizado vacunas a virus atenuado, como es el

caso de Venezuela.

En la Argentina, el Plan Nacional de Control de la FA 90-92 basó su estrategia en el

reconocimiento de los diferentes ecosistemas de la enfermedad y en Ia organización de

productores, técnicos y fuerzas productivas regionales y nacionales. Incluyó además, la

vacunación periódica y preventiva de todo el ganado con una vacuna de calidad

controlada (potencia, inocuidad y esterilidad), la denuncia y atención temprana de focos y

el inicio de tareas de vigilancia epidemiológica. La implementación de este plan permitió
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disminuir el número de focos y restringir geográficamente la enfermedad.

El Plan Nacional 93-97, consolidó las estrategias técnicas y operativas del plan anterior,

tanto en la lucha activa como en la vigilancia epidemiológica.

En los países libres de la enfermedad, el control se lleva a cabo mediante un estricto

control de la importación de animales o productos derivados, la vigilancia epidemiológica

en todo el territorio, en especial en las fronteras, y en la capacidad de realizar un

diagnóstico rápido. Los brotes de FA se eliminan mediante la aplicación del “riflesanitario"

que implica el sacrificio de los animales infectados y expuestos (Cottral, 1975). Los

ganaderos son instruidos para declarar los brotes y son indemnizados por el gobierno

(Bachrach, 1968). Aunque estos procedimientos resultan costosos, los perjuicios

ocasionados por la FAjustifican tal inversión (Mc Cauley, 1977).

En algunos países como Dinamarca y Mexico (brotes de 1946 a 1953) se utilizó un

método que combina el sacrificio de los animales infectados con la vacunación zonal

alrededor del foco infeccioso (Bachrach, 1968).

2. El virus de la fiebre aftosa

El virus de la fiebre aftosa (VFA)es el único representante del género aphtovirus dentro

de la familia Picomavin'dae.

2.1 La partícula viral

El genoma del VFA está constituido por una única molécula de ARN de cadena simple y

polaridad positiva, de un tamaño aproximado a 8450 nucleótidos (Carroll y col., 1984). La

partícula infectiva tiene un diámetro de aproximadamente 25 nm (Vásquez y co|., 1979),

con una cápside proteica, desnuda, de simetría icosaédrica 5:3:2 (Figura 1). La cápside

está compuesta por sesenta copias de cada una de las cuatro proteínas estructurales,

denominadas VP1 a VP4, de pesos moleculares de 27 y 30 kDa para VP1, VP2 y VP3,

respectivamente y de 9 a 10 kDa para VP4 (Boothroyd y col., 1989). Esta última está

miristilada y se localiza internamente (Boothroyd y co|., 1982; Chow y col., 1987). Una

copia de VP1, VP2 y VP3 se agrupan para formar un protómero; cinco protómeros se

agrupan para formar un pentámero, la subunidad 12S (Vasquez y col., 1972), que

constituye cada una de las caras del icosaedro. Doce pentámeros constituyen la cara

externa de la partícula viral (Talbot y co|., 1973). El virión contiene además 1 ó 2 copias
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de dos proteínas minoritarias VPO, precursor de VP2 y VP4 (Forss y col., 1984), y Ia

polimerasa viral 3D (Newman y col. 1994).

Figura 1: Representación esquemática de la cápside del VFA

Se indican los ejes de simetría quíntuple (O ), triple (A ) y doble (o ). Los cinco protómeros
alrededor del eje de simetría quíntuple se indican con trazo grueso. La proteína VP1 se indica en
azul, VP2 en celeste y VP3 en rojo (Arnold y col., 1987).

Las proteínas VP1, VP2 y VP3 adoptan una configuración espacial similar (Acharya y col.,

1989). Cada cadena polipeptídica se pliega sobre sí misma varias veces para dar origen a

una estructura conocida como barril [3, que consiste de ocho cadenas con estructura



secundaria de lámina [3ubicadas unas sobre otras y conectadas entre si por bucles o

loops expuestos al medio externo (Hogle y col., 1985). Las cadenas [3forman las paredes

del barril y se denominan con letras (A, B, C, etc.). Los “loops” se denominan según las

letras de las cadenas rsque conectan (Figura 2).

El virión intacto tiene un coeficiente de sedimentación de 1468 y alta densidad en cloruro

de cesio (1,43-1,45 g/cma). Es inestable a pH ácido y a altas temperaturas.

La partícula 1468 es fácilmente disociable por tratamiento a pH < 7 en subunidades

virales 128 (Rueckert, 1985) que corresponden a pentámeros de VP1, VP2 y VP3 y un

precipitado insoluble que contiene a VP4 (Burroughs y col., 1971).

Luego de las infecciones virales es posible obtener también otra clase de partículas, con

un coeficiente de sedimentación de 758. Estas partículas son cápsides vacías, un

producto naturalmente defectivo que contiene moléculas de VP1, VP2 y el precursor VPO,

pero no contienen ARN.

Figura 2: Representación esquemática del motivo “barril B” que adoptan las

proteínas VP1, VP2 y VP3 (Hogle y col., 1985).
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2.2 El genoma del VFA

Como en todos los Picornavirus, el genoma del VFA está constituido por una única

molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva. La longitud del ARN viral es de

aproximadamente 8500 bases, con un peso molecular de 2,7 x 10‘5Da y un coeficiente de

sedimentación de 358 (Forss y co|., 1984. Robertson y co|., 1985, La Torre y col., 1980).

El extremo 5' no posee la secuencia CAP característica de la mayor parte de los ARN

mensajeros celulares y virales. Sin embargo, está covalentemente unido a una proteína

de bajo peso molecular denominada VPg (Grubman, 1980, Sangar y col.. 1977) codificada

por el genoma viral por 3 genes en tándem (Forss y co|., 1984). Esta proteína podría tener

una función importante en la replicación viral en Picornavirus (Crawford y Baltimore,

1983)

El extremo 5’ del ARN presenta una región no codificante de aproximadamente 1.300

nucleótidos de longitud. Se desconoce la función de la primeras 400 bases a partir del

extremo 5'. A continuación se encuentra un tramo de policitidinas (poli C) cuya longitud

oscila entre 100 y 200 bases (Rowlands y col., 1978). La función del poli C es

desconocida, aunque se ha tratado de relacionar con la virulencia. Escarrnis y

colaboradores (1992), mostraron que la longitud del poli C aumenta en el VFA serotipo C

luego de 100 pasajes en cultivo. Se ha demostrado que tractos de poli C mayores que 75

nucleótidos presentan ventajas replicativas en cultivos celulares (Rieder y co|., 1993). Sin

embargo, tractos de poli C de sólo 2 bases de longitud resultaron igualmente virulentos en
ratones.

Hacia el extremo 3' del poli C se encuentra una región con varios tripletes AUG que no se

traducen. En esta región se encuentra el sitio de unión al ribosoma (IRES) que presenta

una extensa estructura secundaria (Belsham y Brangwyn, 1990, Kuhn y co|., 1990). El

inicio de la traducción en los Picornavirus es un proceso independiente del cap y la

subunidad ribosomal se une directamente al sitio IRES. Mediante estudios de

mutagénesis dirigida sobre esta región se demostró que algunas mutaciones puntuales

pueden llevar al incremento de la traducción ¡n vivo (Martínez-Salas y col., 1993).

A esta región no traducida sigue la región codificante que presenta un único marco de

lectura abierto que codifica para una sola poliproteína. Esta es procesada a través de una

serie de clivajes proteolíticos que dan origen a las proteínas virales estructurales y no
estructurales.

El genoma se divide en cuatro regiones codificantes denominadas L. P1, P2 y P3 (Figura

3).
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