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RESUMEN

ESTUDIO DE LA DELECION DE TRES GENES INMUNOMODULADORES DEL

GENOMA DE MVA: EFECTO SOBRE SU INMUNOGENICIDAD

El virus Vaccinia Ankara modificado (MVA, del inglés Modified Vaccinia Ankara) es un vector viral
atenuado que aun conserva numerosos genes inmunomoduladores en su genoma. Nuestro grupo
reportd anteriormente la optimizacion de este vector luego de eliminar el gen viral C12L, el cual
codifica para la proteina de unidn a IL-18. En este trabajo se analizé la inmunogenicidad del vector
MVA al cual se le delecionaron de manera simultanea los genes A44L, relacionado con la sintesis de
esteroides, y A46R, un inhibidor de la sefializacion mediada por receptores Toll (MVAAA44L-A46R); o
también incluyendo la delecién del gen C12L, previamente descripto (MVAAC12L/AA44L-A46R). Para
ello, se evalud la respuesta celular T contra epitopes de Vaccinia tanto en bazo como en ganglios
inguinales, drenantes al sitio de inoculacidn, en ratones de la cepa C57BL/6. Se observé que la
magnitud de la respuesta adaptativa, tanto en la etapa aguda como de memoria, fue mayor en los
animales inmunizados con los vectores delecionados en relacion a aquellos que recibieron el vector
de la cepa salvaje (MVAwt). Asimismo, el vector MVAAC12L/AA44L-A46R indujo una respuesta
celular T especifica de memoria de mayor calidad, caracterizada tanto por la bifuncionalidad de las
células T-CD8" (expresidn simulténea de CD107a/b e IFN-y) como por la capacidad de proliferacidn
especifica de las células T-CD4" y CD8". Al estudiar la respuesta innata generada por el
MVAAC12L/AA44L-A46R, se observd que este vector indujo una mayor produccion de citoquinas
relacionadas con la generaciéon de una respuesta celular T, tales como IL-12 e IFN-y, asi como
mediadores pro inflamatorios y antivirales como IL-1B e IFN-B. En conclusidn, este estudio describe
por primera vez que la delecion simultanea de los genes inmunomoduladores del genoma de MVA,
cuyas funciones se encuentran inter-relacionadas, tales como A44L, A46R y C12L constituye una
metodologia adecuada para incrementar la inmunogenicidad del vector generando de esta manera
una mayor respuesta inmune tanto innata como adaptativa. Esto convierte al vector MVA en una

herramienta Util y versatil para ser utilizada en el campo del desarrollo de vacunas.
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ABSTRACT

STUDY OF THE DELETION OF THREE IMMUNOMODULATORY GENES FROM
THE MVA GENOME: EFFECT ON ITS IMMUNOGENICITY

Modified Vaccinia Ankara virus (MVA) is an attenuated vector that still retains many
immunomodulatory genes in its genome. Our group previously reported the optimization of this viral
vector after removing the C12L gene, coding for the IL-18 binding protein. In this work, we analyzed
the immunogenicity of MVA vectors harboring the simultaneous deletion of A44L gene, related to
steroid synthesis, and A46R, a TLR-signaling inhibitor (MVAAA44L-A46R); or also including a deletion
of C12L (MVAAC12L/AA44L-A46R), previously described. For this, T-cell responses against Vaccinia
virus epitopes were evaluated in C57BL/6 mice in spleen and inguinal lymph-nodes, draining to the
site of inoculation. The results showed that the magnitude of the adaptive response, in both the
acute and memory phases, was higher in mice immunized with the deleted vectors in relation to
those that received the MVAwt. Furthermore, MVAAC12L/AA44L-A46R induced specific memory T
cell responses of higher quality, characterized by the CD8 T-cell bifunctionality (simultaneous
expression of CD107a/b and IFN-y) and the specific proliferation capacity of CD4" and CD8" T-cells.
The study of innate immune responses generated by the MVAAC12L/AA44L-A46R indicated that this
vector induced an increased production of cytokines associated with the generation of a specific T-
cell response, such as IL-12 and IFN-y and also, pro inflammatory and antiviral mediators like IL-13
and IFN-B. In summary, this study describes for the first time that the simultaneous deletion of
immunomodulatory genes from MVA genome, whose functions are inter-related, such as A44L, A46R
and C12L is an appropriate methodology to enhance the immunogenicity of the vector, enhancing
both innate and adaptive immune responses. This type of strategies converts MVA vector in a useful

and versatile tool to be used in the vaccine development field.
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CEV: Virus envuelto asociado a células (cell-associated enveloped virus)

CFSE: Carboxifluoresceina succinimidil éster (Carboxyfluorescein succinimidyl ester)
CHIKV: Chikungunya virus

ConA: Concanavalina A

CS IFN-y/IL-2: Células secretoras de IFN-y/IL-2

CVA: Chorioallantois vaccinia virus Ankara

DAB: 3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

dpi: dias post-infeccién

EEV: Virus extracelular envuelto (extracellular enveloped virus)

ELISA: Técnica de inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-linked immunosorbent assay)
ELISPOT: Ensayo de Puntos por Inmunoabsorciéon Unida a Enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSpot)
FEPs: Fibroblastos de embrién de pollo

Gl: Ganglios inguinales

HBV: Virus de la hepatitis B

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia Humana (Human Immunodeficiency Virus)
hpi: horas post-infecciéon

HRP: Peroxidasa de Rabanito (horseradish peroxidase)

IEV: Virus intracelular envuelto (intracellular enveloped virus)

IFN: Interferén

Ig: Inmunoglobulinas

IL: Interleuquina

im: intramuscular

IMV: Virus maduro intracelular (intracellular mature virus)

ip: intraperitoneal

Kb/kbp: kilobases/kilopares de bases
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ABREVIATURAS

LC-MS/MS: Cromatografia liquida combinada con espectrometria de masas (Liquid chromatography—
mass spectrometry)

LPS: Lipopolisacarido

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
MOI: Multiplicidad de infeccién (Multiplicity of Infection)

MVA: Vaccinia Ankara Modificado (Modified Vaccinia Ankara)

NAD: Nicotinamida adenina dinucleétido (-Nicotinamide adenine dinucleotide)
NALT: tejido linfoide asociado a nasofaringe (Nasal associated lymphoid tissue)
NF-xp: Factor nuclear «P (Nuclear factor kf)

NTC: control sin ADN (Non-Template Control)

NYVAC: New York Vaccinia virus

ORF: marco abierto de lectura (Open Reading Frame)

pb: pares de base

PBS: Solucidon tamponada de fosfatos (Phosphate Buffer Saline)

PBS-T: Solucién tamponada de fosfatos (Phosphate Buffer Saline) con 0,05% de Tween-20
PCR: Reaccidon en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato (phorbol myristate acetate)

rpm: Revoluciones por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

RT-PCR: PCR con transcriptasa reversa (Reverse Transcription PCR)

SFB: Suero fetal bovino

SPF: Libres de patdgenos especificos (Specific pathogen free)

Ter: Células T efectoras terminales

Th1/Th2: Respuesta celular T tipo 1 o tipo 2 (T helper)

TLR: Receptor tipo Toll (Toll Like Receptor)

Tmc: Células T de memoria central

Twme: Células T de memoria efectora

TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumor necrosis factor)

Tsem: Células T stem cells de memoria (Stem cell memory)

UFP: Unidades formadoras de placas

VACV: virus Vaccinia

VARV: Variola virus

WR: virus replicativo de VACV, cepa Western Reserve

3B-HSD: 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa (38 hydroxysteroid-dehydrogenase/A5-44 isomerase)
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La ciencia mds util es aquella cuyo fruto es el mds comunicable.
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INTRODUCCION

1. ORIGEN DE LAS VACUNAS

Las vacunas son actualmente la herramienta mas efectiva de la cual disponemos para prevenir,
combatir y en el mejor de los casos, erradicar enfermedades. Fue gracias a Edward Jenner, médico
inglés de la ciudad de Berkley, quien en 1796 dio inicio a lo que hoy conocemos como vacunacion [1,
2]. En el siglo XVIII, la viruela era una de las enfermedades epidémicas con mds alto indice de
mortalidad. El Unico tratamiento conocido en la época era de naturaleza preventiva, y se conocia
como “variolizacién o variolacidon”. Este tratamiento consistia en administrar a una persona no
inmune, por insuflacidn o escarificacidn, el virus aislado de pustulas de personas infectadas. Si bien la
tasa de mortalidad de esta practica era considerablemente alta (entre 0,5 y 2%), resultaba bastante
menor respecto a la tasa de mortalidad de contraer viruela de forma natural (hasta un 40%). Jenner
advirtid que las personas que trabajaban ordefiando las vacas a menudo se infectaban sus manos con
el virus cowpox, sufriendo una infeccidn local que, al parecer, conferia proteccién frente a la viruela
humana. Fue asi que en 1796 extrajo material infectado de una lesion de una tambera, Sarah
Nelmes, y se la inoculd a un niflo sano de 8 afios, James Phipps, quien desarrollé una fiebre leve y
pequefias lesiones. Dos meses después inoculdé nuevamente al nifio, pero esta vez con el virus de la

viruela convencional, y la enfermedad nunca se desarrolld [1].

A partir de este hecho, se llevd a cabo una intensa campaia de vacunacion, que finalmente culminé
en 1980 con la declaracidn de la erradicacidn de la viruela a nivel mundial y que representa hasta el
dia de hoy la uUnica enfermedad infecciosa eliminada por vacunacion. Actualmente, mas de 70
vacunas se han licenciado para ser utilizadas frente a mas de 30 organismos patégenos [3] (Figura 1).
Enfermedades como la poliomielitis, sarampién o rubéola que en el siglo XX causaron millones de
infecciones, actualmente son consideradas poco comunes gracias a la utilizacion de vacunas,

reduciendo considerablemente el nimero de casos (Tabla 1, tomado de [4] y [5]).
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Figura 1. Desarrollo de vacunas a lo largo del tiempo. Linea de tiempo donde se muestra el desarrollo de las
vacunas a lo largo de los afios desde 1796 en paralelo con las diferentes tecnologias utilizadas. Traducida y
adaptada de Gargon y colaboradores [3].

Si bien a lo largo de estos afos el desarrollo de vacunas ha experimentado grandes avances, con el
advenimiento de nuevas estrategias y herramientas (Figura 1, [3]), muchas de las tecnologias
desarrolladas inicialmente siguen siendo utilizadas. Pese al gran progreso en este campo, aln quedan
enfermedades infectocontagiosas en las cuales no se ha dado con una estrategia de vacunacién
efectiva que permita prevenir las infecciones, como es el caso de HIV (virus de la inmunodeficiencia

humana, Human Immunodeficience Virus), Malaria y Tuberculosis.

Las vacunas actuan desarrollando inmunidad frente al patdgeno, tratando de imitar la infeccidn
causada por el agente patégeno sin desarrollar la enfermedad, pero si estimulando al sistema
inmune a montar una respuesta de tipo humoral y/o celular especifica frente al mismo. El tipo de
respuesta inmune desarrollada, como también el sitio anatdmico donde se despliega esta respuesta

dependen del patégeno, como asi también de las vias de transmisidn por las cuales se disemina. En
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funcién de esto se han desarrollado distintos tipos de vacunas que, combinadas con la ruta de
inmunizaciéon y un esquema de vacunacién adecuados, contribuyen al mejor desempefio de la

respuesta inmune.

Tabla 1. Morbilidad anual estimada durante el siglo XX en Estados Unidos antes de la vacunacion
comparada con la morbilidad luego de la implementacién de esta practica en 1990.

Casos por aio antes de la

Enfermedad ,, . s | Casosen 1998
vacunacion en el siglo XX

Viruela (Smallpox) 48164 0
Poliomielitis 16316 0
Difteria 175885 1
Haemophilus influenzae 20000 54
Sarampion 503282 89
Paperas 152209 606

Tos ferina 147271 6279
Rubeola 47745 345
Tétanos 1314 34

SNuimero promedio de casos por afio estimados antes de la vacunacién universal en nifios en 1990, en Estados
Unidos. Adaptado y traducido al espafiol de Nabel GJ, 2013 [4] y Reporte semanal de Morbilidad y Mortalidad
del CDC, Estados Unidos [5].

A continuacion se describen brevemente los distintos tipos de vacunas que se conocen y utilizan

actualmente [6, 7]:

- Vacunas vivas atenuadas: estan compuestas por el agente patdgeno pero que ha sido atenuado en

el laboratorio de modo que no puede causar enfermedad. Dado que la vacuna viva atenuada es lo
mas parecido a una infeccién natural, provocan fuertes respuestas celulares y de anticuerpos, y a

menudo ofrecen inmunidad a largo plazo con solo una o dos dosis. Sin embargo, ofrecen ciertas

17



INTRODUCCION

desventajas relacionadas a la posibilidad de que el microorganismo pueda mutar o revertir a su
forma virulenta. Es por esto que no se recomienda la administraciéon de este tipo de vacunas en

personas inmunocomprometidas.

- Vacunas inactivadas: Se generan al tratar a los microorganismos con calor, quimicos o radiaciéon de

manera de matarlos o inactivarlos. Estas vacunas son mas estables y seguras ya que no existe
posibilidad de reversién. Sin embargo, la mayoria de las vacunas inactivadas estimulan una respuesta
mas débil del sistema inmunitario, mayoritariamente humoral, y en general son necesarias varias

dosis adicionales para mantener la inmunidad.

- Vacunas a subunidades: En este caso, en lugar del microorganismo completo se incluyen sélo los

antigenos que mejor estimulan al sistema inmune. Al poseer solo una parte del patdgeno las
posibilidades de experimentar reacciones adversas a la vacuna son menores. El antigeno puede ser
purificado a partir del microorganismo o bien, generado mediante la tecnologia de ADN
recombinante. Generalmente requieren varias dosis y la administracion conjunta de adyuvantes que

contribuyan a potenciar la respuesta inmune.

- Toxoides: Estas vacunas se utilizan cuando una toxina bacteriana es la causa principal de Ila
enfermedad. Inactivando estas toxinas con agentes como el formaldehido, se puede obtener el
toxoide (o toxina inactivada) capaz de estimular una respuesta por parte del sistema inmune. Debido
a la inocuidad del toxoide, este tipo de vacunas son altamente seguras, aunque puede requerir

refuerzos y/o combinacion con adyuvantes, ya que no suelen ser muy inmunogénicos.

- Vacunas a ADN: inducen inmunidad a través de una transfeccidon transitoria de las células del

huésped a través de un pldasmido que codifica para algun antigeno del agente patégeno [8].

- Vacunas basadas en células dendriticas: |la estrategia de este tipo de vacunas es “cargar” in vitro

células dendriticas con el antigeno del patégeno e infundirlas en los pacientes para desarrollar una
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respuesta celular T. Este tipo de abordaje esta considerado para ser utilizado en cancer, aunque los

ensayos clinicos no han sido muy promisorios hasta el momento [8].

- Vectores recombinantes: Las vacunas de vectores recombinantes utilizan microorganismos vivos

atenuados, que pueden ser virus o bacterias, como vehiculos para expresar antigenos recombinantes
qgue provienen del agente patégeno contra el que se desarrollara la vacuna. Dado que estos vectores
recombinantes simulan una infeccidn natural, resultan altamente inmunogénicos y efectivos para
estimular el sistema inmune. Dentro de los virus utilizados como vectores se encuentran el virus
parainfluenza [9], virus de la familia Rhabdoviridae [10-12], o basados en virus del Herpes [13]. Sin
embargo los mas utilizados, y en los que se ha avanzado mas son los vectores basados en adenovirus
[14-17] y en poxvirus derivados de cepas atenuadas del virus Vaccinia como el virus Vaccinia Ankara
Modificado (Modified Vaccinia Ankara, MVA) o el virus New York Vaccinia virus (NYVAC) [18-21], o en

avipoxvirus como canarypox o fowlpox [22].

En este trabajo de tesis nos centraremos particularmente en el virus MVA de la familia Poxviridae,
como prototipo de vector viral vacunal. En la siguiente seccién se describiran ciertos aspectos

generales de los virus que componen esta familia.

La vacunacién tiene como finalidad conferir inmunidad protectiva, efectiva y duradera, y que incluya,
idealmente, ambos brazos de la respuesta inmune tanto humoral como celular [23, 24]. En particular,
para ciertos patégenos como el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) o Mycobacterium
Tuberculosis, es sumamente importante hacer hincapié en el desarrollo de una respuesta celular T de
magnitud y calidad, capaz de contener la carga viral o bacteriana y evitar la propagacion del
patédgeno. En cuanto a magnitud se hace referencia al nimero de células T especificas que se
generan, que son capaces de secretar citoquinas de gran importancia en el desarrollo de una
respuesta celular de tipo Th1l, como IFN-y e IL-2 [25, 26]. Las células T constituyen una poblacién

celular funcionalmente heterogénea, mediando sus efectos a través de una gran variedad de
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mecanismos, ya sea la capacidad de ejercer citotoxicidad, de proliferar o de sintetizar diferentes
citoquinas y/o quimioquinas. Estas multiples funciones combinadas de diversas formas, es lo que se
define como “calidad de la respuesta celular T” [27], y constituye un factor fundamental en la

definicidn de una respuesta protectiva [28-30].

Numerosas estrategias de vacunacion se han ensayado para lograr inducir respuestas celulares T, sin
embargo, la mayoria han fallado en este aspecto ya que se obtenian respuestas de escasa magnitud y
en algunos casos no lograban conferir proteccién. En este contexto, numerosos estudios clinicos han
demostrado que las vacunas basadas en vectores virales, deficientes en su replicacion, logran inducir
respuestas inmunes fuertes y amplias, y que este tipo de vacunas constituyen la mejor herramienta
para desarrollar vacunas frente a infecciones por diversos patégenos como también contra algunos
tipos de céncer [31]. En particular en el campo de HIV, el interés por el desarrollo de vacunas basadas
en poxvirus se reforzé luego de los resultados del ensayo RV-144 de Tailandia, donde se aplicé un
vector ALVAC [32]. A lo largo de los ultimos afos, se han desarrollado numerosos ensayos clinicos
con vacunas basadas en vectores poxvirales, entre los cuales ALVAC y MVA han sido y contintan
siendo, los mas utilizados [33]. En la seccién 4.3 se detallan los ensayos clinicos que involucran

vectores basados en poxvirus.

2. POXVIRUS: ASPECTOS GENERALES

Los poxvirus son una familia de virus ADN de gran tamafio y complejidad, capaces de infectar tanto
especies de vertebrados como de invertebrados. En 1957, Fenner y Burnet publicaron una
descripcién de los poxvirus de vertebrados, que ha constituido la base de las clasificaciones
posteriores en cuanto a los criterios utilizados y las subdivisiones realizadas [34]. Las caracteristicas
basicas de la familia Poxviridae son los grandes viriones en forma de ladrillo o con forma ovoide, con

un genoma que consta de una sola molécula lineal de ADN doble cadena, de entre 130 y 220
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kilobases (kb) de longitud. A diferencia de la mayoria de los virus con genoma ADN, los poxvirus
replican exclusivamente en el citoplasma de la célula hospedadora. La familia Poxviridae se subdivide
en dos subfamilias, Chordopoxvirinae y Entomopoxvirinae, cuyo rango de huésped involucra
vertebrados e insectos, respectivamente. Los virus de la subfamilia Chordopoxvirinae se subdividen
en ocho géneros [35], de los cuales la mitad (orthopoxvirus, parapoxvirus, molluscipoxvirus,

yatapoxvirus) son capaces de infectar humanos ya sea de manera exclusiva o zoonéticamente [36].

Dentro del género de los Orthopoxvirus, se encuentra el virus de la viruela (smallpox o VARV) que
tiene al hombre como Unico hospedador y que fue el agente causante de la enfermedad que lleva su
nombre, con una alta tasa de mortalidad y contagio, situandola en una de las enfermedades mas
devastadoras en la historia del hombre [37, 38]. Dentro de este género también se encuentran otros

virus que comprenden al virus Cowpox (CPXV), Monkeypox (MPXV) y al virus Vaccinia (VACV) [38].

El virus Vaccinia (VACV) es el prototipo de la familia Poxviridae y, tal como se menciond
anteriormente (seccion “Origen de las vacunas”), fue el virus que se utilizé para combatir la epidemia
de viruela. En 1979, luego de una ardua campana de vacunacion, la viruela se declaré erradicada.
Una de las razones que se cree, contribuyd al éxito de este programa de erradicacion es el hecho de
no haber encontrado aun reservorios animales para el virus de la viruela [36]. En la siguiente seccidn

se realizara una descripcion mas detallada de las caracteristicas de este virus.

3. VIrRus VACCINIA (VACV)

3.1 Origen

Por mucho tiempo se considerd que el virus VACV, utilizado para la vacunacién de humanos en
contra de la viruela o smallpox se origind a partir del virus zoondtico Cowpox, introducido como
practica de inmunizacidon por Edward Jenner en 1796. Sin embargo, en el siglo XX se encontré que

estos virus diferian significativamente vy, luego de la secuenciacién del genoma completo del virus
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Horsepox (HSPV), se encontré que VACV estaba mas relacionado con este ultimo. Teniendo en
cuenta que Jenner especificd que su “vacuna” se habia originado a partir de una infeccidon que
presentaban los caballos en sus talones, y que resultaba mas adecuada para ser utilizada en humanos
luego de un pasaje en vacas, se sugirié que el virus VACV podria haber surgido a partir de HSPV y
gue, naturalmente, persistieron simultdaneamente con CPXV [39]. El reservorio natural del virus es
desconocido, lo cual dificulta aun mas la dilucidacion del origen. De hecho, muchos miembros de la
comunidad cientifica creen que este reservorio natural realmente no existe, y que el virus es

mantenido, actualmente, solo en cepas de laboratorio [40].

El VACV no solo ha contribuido mundialmente a nivel de salubridad en la erradicacién de la viruela,
sino que ha aportado al desarrollo de una parte importante de la virologia moderna, ya que fue el
primer virus animal visualizado al microscopio electrénico, crecido en cultivos celulares, purificado

fisicamente y analizado quimicamente [41].

3.2 Estructura y Morfologia

El virus Vaccinia es un virus de gran tamafio (aproximadamente 350 x 270 nm), con una morfologia
ovalada o con forma de ladrillo (Figura 2). Su genoma, al igual que el resto de los poxvirus es de ADN

lineal doble cadena, y codifica para alrededor de 200 genes.

El core es una zona central electrodensa con forma de disco biconcavo que contiene el ADN
gendmico y varias proteinas virales asociadas formando un complejo nucleo-proteico [42]. Los
cuerpos laterales estan situados a ambos lados del core. Se ha propuesto que estos cuerpos laterales

son zonas de contacto de la membrana externa con el core viral [43, 44].

Existen dos formas del virus que tienen la capacidad de infectar células: el virus maduro intracelular
o IMV (Intracellular Mature Virus) y el virus extracelular envuelto o EEV (Extracellular enveloped

virus).
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El virus maduro intracelular o IMV se caracteriza por tener una membrana externa lipidica (5-6 nm de
grosor), debajo de la cual hay dos cuerpos laterales constituidos por material heterogéneo sin
estructura aparente, y mas internamente un nucleoide o core rodeado por dos capas que tienen un
grosor de unos 18-19 nm; la mas externa con proyecciones de espiculas agrupadas en forma

hexagonal, y la mas interna es consistente con una membrana.

Algunas particulas virales presentan una envuelta lipidica adicional que envuelve al virion maduro, y

estos virus son los que se denominan como Virus Extracelular Envuelto o EEV.

Membrana externa

Membrana interna

Pared del core

core

ADN gendmico

Enzimas virales

Figura 2. Morfologia del virus Vaccinia. A la izquierda, micrografia electronica de IMV (corte transversal). La
imagen de la derecha es un esquema representativo de Poxvirus. Traducido y adaptado de Harrison y
colaboradores [45].

Tanto la membrana externa del IMV como la envuelta del EEV presentan una composicion lipidica
diferente a la de las membranas de la célula hospedadora y estan enriquecidas con proteinas virales

[46, 47].
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El virus replica enteramente en el citoplasma de la célula hospedadora, por lo cual codifica todas las
enzimas y proteinas estructurales necesarias para transcribir su genoma, replicar el ADN viral, y

ensamblar la particula viral, sin necesidad de una contribuciéon activa desde el nucleo celular [48].

3.3 Ciclo de Replicacion

El ciclo de replicacidon ha sido ampliamente estudiado en Vaccinia, prototipo de la familia, pero se
encuentra altamente conservado entre otros poxvirus [36]. Como en la mayoria de otras clases de
virus, los poxvirus coordinan los procesos de replicacién del genoma y ensamblado a través de la
regulacién en el tiempo de la expresién de los distintos genes virales [49]. Este ciclo estd compuesto
por una serie de eventos complejos que, como se menciond anteriormente, transcurren
enteramente en el citoplasma, siendo esto posible debido a que el virién porta las enzimas y factores
de transcripcidon necesarios para la sintesis de los ARN mensajeros de las proteinas de expresidon

temprana.

A continuacién, se describen las distintas etapas que componen el ciclo replicativo de Vaccinia

(Figura 4):

1- Unidn y entrada: El ciclo comienza con la unién a la superficie celular y la subsiguiente fusién del

virus a la membrana. Como se menciond anteriormente, existen dos formas de particulas virales
capaces de iniciar un ciclo infectivo: virus maduro intracelular (IMV) y virus envuelto extracelular
(EEV), que al diferir en el numero de membranas que los envuelven y en las glicoproteinas de

superficie que poseen, utilizan mecanismos diferentes para ingresar a la célula huésped.

La unidn de la particula viral esta determinada por numerosas proteinas del virus como H3, D8 y A27
[50-52] que median principalmente la unién a glicosaminoglicanos (GAGs) presentes en la superficie

de la célula huésped o también A26, que se une a la laminina de |la matriz extracelular [53].

24



INTRODUCCION

Posteriormente el virus entra por dos mecanismos (Figura 3): en condiciones de pH normales, ingresa
mediante la fusién con la membrana plasmdatica mientras que frente a un pH bajo se favorece la

entrada por via endosomal [54].

Fusion .
@ Endocitosis

directa
%R

Figura 3. Mecanismos de entrada de poxvirus. Representacion esquematica de los mecanismos de entrada de
poxvirus. Adaptado de Roberts & Smith [55].

2- Transcripcion de genes tempranos: luego de la remocién de la membrana del IMV o de ambas

membranas del EEV, la estructura remanente del viridn infectivo, o core, entra a la célula y es
transportado por microtubulos al citoplasma, precisamente a la region perinuclear. En esta zona se
desensambla parcialmente para permitir la transcripcion de los genes tempranos gracias a la ARN

Polimerasa dependiente de ADN que el virus porta consigo [55].

Las proteinas que se traducen en esta etapa son las que sirven para replicar el ADN viral en etapas
posteriores como también para modificar los mecanismos celulares en beneficio del virus y escapar a

la respuesta inmune innata del huésped [55].
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3- Desnudamiento y replicacion: Luego, por un proceso que aun no se conoce muy bien, se desnuda

completamente el genoma y se libera al citoplasma, donde puede ser utilizado como templado para

la replicacion.

4- Expresion de genes intermedios y tardios: La sintesis de novo de la ARN polimerasa es requerida

para las subsiguientes rondas de transcripcién [49]. Entre las proteinas generadas por los genes
tempranos se encuentran los factores de transcripcidn necesarios para sintetizar las proteinas
intermedias. Lo mismo ocurre en el caso de las proteinas tardias, cuyos factores de transcripcién son
sintetizados a partir de los genes intermedios. Las enzimas y factores de transcripcidon necesarios

para los genes tempranos que forman parte del virién son sintetizados con las proteinas tardias [55].

5- Morfogénesis y liberacion: la formacion de la progenie viral comienza en areas citoplasmaticas

llamadas “fabricas de virus”, en donde las organelas celulares estan excluidas. A medida que se
acumula el producto de los genes tardios, las particulas virales se van ensamblando en una
estructura ovalada para conformar el core. El genoma de ADN doble cadena es ensamblado dentro
de este virién inmaduro y las enzimas proteoliticas virales se encargan de clivar las proteinas del core
y transformar el virién en su forma caracteristica de IMV. La morfogénesis de la mayoria de los
viriones culmina en este punto, y los IMV son liberados al ambiente extracelular cuando la célula se
lisa. Las particulas virales remanentes son transportadas hacia afuera de estas fabricas, a través de
microtubulos, y se envuelven con membrana derivada del aparato de Golgi para formar virus
intracelular envuelto (IEV, intracellular enveloped virus). Esta ultima particula pierde una membrana
cuando se fusiona con la membrana celular y forma el virus asociado a la membrana celular (CEV, cell
associated enveloped virus), que se disemina a células vecinas por colas de actina, o se libera como

EEV [36, 55].

Se cree que las formas CEV y EEV son particularmente importantes para una rdpida propagacién
célula a célula, mientras que la forma IMV probablemente contribuya a la diseminacién en estadios

tardios luego de la muerte celular y ruptura de la membrana [36].
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Citoplasma

Célula vecina

Figura 4. Ciclo replicativo de Poxvirus. Esquema representativo de las etapas del ciclo viral de los Poxvirus: 1)
Entrada, 2) Liberacidn al citoplasma y sintesis de ARNm tempranos, 3) Traduccidn a proteinas por maquinaria
celular, 4) Secrecién de algunas proteinas tempranas, 5) Liberacion del genoma, 6) Replicacion del genoma
viral, 7) Nuevas rondas de replicacidn, 8) Transcripcidn de genes virales intermedios, 9) Traduccién de ARNm
intermedios, 10) Transcripcién de genes tardios, 11) Sintesis de proteinas tardias, 12) Ensamblado de
particulas, 13) Formacioén del virién inmaduro, 14) Maduracidn del virién a IMV, 15) Liberacion de algunos IMV,
16) Adquisicion de doble membrana del IEV, 17) Fusién de IEV con membrana y formaciéon de CEV, 18)
Disociacion del CEV de la membrana (EEV) o transferencia a células vecinas. Traducido y adaptado de Harrison
y colaboradores [45].

Los poxvirus expresan una serie de proteinas moduladoras que modifican tanto el entorno
intracelular como el extracelular de la célula infectada. Estas proteinas codificadas por el virus
modulan una amplia gama de respuestas de defensa antiviral, desencadenadas por la propia
infeccion viral, y que incluyen importantes vias, como la apoptosis, induccién de la respuesta a
interferdn, el estrés inducido por cascadas de sefalizacidn, restriccion en la presentacién de antigeno

por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, major histocompatibility complex) y
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factores pro-inflamatorios en respuesta a la infeccién [36]. Algunas de estas funciones se han perdido

en cepas atenuadas como MVA (Ver siguiente seccion).

4. VIRUS VACCINIA ANKARA MODIFICADO: MV A (MODIFIED VACCINIA VIRUS ANKARA)

4.1 Generacion de MVA

MVA es un virus de laboratorio atenuado desarrollado en 1975 por el profesor Anton Mayr, a partir
de la cepa parental Chorioallantois Vaccinia Ankara (CVA) [56]. Luego de 571 pasajes en fibroblastos
de embrién de pollo (FEPs) se obtuvo lo que actualmente se conoce como MVA. Estudios a nivel
gendmico mostraron que, como consecuencia de estos pasajes a largo plazo, el genoma viral se
redujo en un 13-15% con respecto al virus original (de 192 kb que poseia el virus original, a 178 kb),
perdiendo en este proceso numerosos genes, entre ellos algunos relacionados con el rango de
huésped y la evasidn al sistema inmune [57]. Como resultado de esta importante modificacién, MVA
perdid la habilidad de producir progenie viral infectiva en casi todas las lineas celulares de
mamiferos, incluyendo las humanas, y restringiendo su replicacién activa a células aviares [58-60].
Debido a esto, en la mayoria de las células, MVA logra producir proteinas de expresion temprana,
intermedia y tardia pero solo es capaz de generar viriones inmaduros [61]. De todas maneras, pese a

las grandes deleciones de su genoma, ha logrado mantener una buena inmunogenicidad [62, 63].

La secuencia nucleotidica de CVA predice 229 marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés Open
Reading Frames), de los cuales 16 se encuentran duplicados. MVA comparte con su cepa original 195
ORFs, de los cuales sélo 71 son los que efectivamente predicen productos de genes. Los 124
restantes codifican para productos de genes con alguna modificacion en sus aminoacidos o
presentan inserciones/deleciones comparados con los productos especificados en los ORFs de CVA
[62, 63]. En el trabajo de Meisinger-Henschel y colaboradores [63] se evaluaron las similitudes entre

CVA, MVA y otros genomas de distintas cepas de VACV, en donde se vio que las secuencias de ADN
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de MVA y CVA mostraban la relacidon filogenética mas cercana, confirmando que CVA es

efectivamente el antecesor de MVA (Figura 5).

CPXV-GRI

VACV-WR

VACV-LC16mO

VACV-Lister

VACV-COP
HSPV
VACV-DUKE
cvA VACV-3737
VACV-  yacv-clon3
ACAM2000

Figura 5. Analisis filogenético de CVA. Estudio de la region gendmica central de CVA, que se encuentra
conservada, la cual cubre los genes ortélogos en VACV-COP: K2L a A50R. Figura adaptada de Meisinger-
Henschel y colaboradores [63].

El grupo de Meyer y colaboradores [59] identifico seis grandes deleciones en el genoma de MVA, que
fueron en gran medida las responsables de la mayor reduccién de tamafio. Estas deleciones se

numeraron del | al VI, y se ubican en los extremos terminales del genoma (Figuras 6y 7).

Delecion Il Delecion VI
Delecion vV Delecién 111
Delecién | Delecion IV

Figura 6. Representacion esquematica de las deleciones de MVA. En el esquema se muestra la posicion y
longitud relativa de las 6 deleciones mayores que presenta MVA en su genoma. Adaptado de Meisinger-
Henschel y colaboradores [63].
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MVA
CVA

MVA
CVA

MVA
CVA

MVA
CVA

MVA
CVA

MVA
CVA

Delecion |
Posicion Longitud (pb)
9831
4052-7465 3414

Delecién I
Posicién Longitud (pb)
20719

23139-25884 2746

Delecién Il
Posicién Longitud (pb)
149342

158867-162413 3547

Delecion IV

Posicion Longitud (pb)
167220
180639-187092 6454
Delecion V
Posicién Longitud (pb)
19755

17438-22159 4722

Delecién VI
Posicién

129964

Longitud (pb)

135481-139264 3784

003L/004L 005R
C17L C11R
= MVA
CVA006/007  CVA008 CVA009 CVAO10 CVAO11
C17L C16L C15L c1aL C11R
021L 221 023L
N2L (KAL) KaL
= — MVA
CVAQ34 CVA035/036 CVAD38 CVA033
NaL MiL CVA037 KiL KL
M2L
163R 164R 165R
ASOR AS1R AS6R
=ﬂ= — ﬂ# = CVA
CVA184 CVA185/186' CVA187 CVA188 CVA189/190 CVA191
AS0R A51R AS2R AS3R AS5R AS6R
187R  188R 189R
B19R VARY B22R 22R
_ MVA
CVA211 CVA218 CVA219 CVA220 CVA221 CVA222
B1SR cioL C1MR cC12L B21R B22R
CVA212/213
B20R CVA215/216/217
CPXVB18R  CPXVCTR
019L 020L
C6L 1L
—_— MVA
= ;_: = = CVA
CVAD27 CVA028 CVA02° CVA030 CVAO031 CVA032
ceL C5L caL C3L caL ciL  CVA033
N1iL
136L 137L
A25L A26L
CPXV A26L CPXV A27L
MVA
= CVA
CVA156
A26L
CVA152/153/154/155
A25LIA26L CPXV A27L
CPXV A26L

Figura 7. Mapa de las seis deleciones en MVA y CVA. Se representan los ORF mediante flechas de color

naranja, y los ORFs fragmentados por flechas azules. Las posiciones de las deleciones se indican con lineas

rojas. Figura adaptada de Meisinger-Henschel y colaboradores [63].

Varios trabajos en los que se realizaron comparaciones de secuencias entre los genomas de CVA y

MVA indican que ademdas de las seis grandes deleciones que posee el MVA, también presenta
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mutaciones en mas del 60% de los marcos abiertos de lectura, que resultaron en fragmentacién y/o
truncamiento de genes, deleciones internas cortas o incluso cambios de aminoacidos [57, 60, 63]. Es
probable que muchas de estas mutaciones, sino todas, hayan contribuido a generar el fenotipo
atenuado de MVA. Sin embargo, aun no estd completamente dilucidado cdmo estas multiples
alteraciones genéticas presentes en el genoma de MVA limitan o restringen su replicacion en células

de mamiferos y determinan su falta de patogenicidad in vivo [63, 64].

4.2 Genes inmunomoduladores

Los poxvirus poseen numerosos genes destinados a interferir con la accién de los mediadores
primarios de la respuesta inmune innata, y ademds son capaces de manipular vias de sefalizaciéon
intracelular que pueden inhibir desde el desarrollo de vias pro-inflamatorias hasta la apoptosis de la
célula huésped. Los productos de estos genes destinados a modular la respuesta inmune del huésped
pueden involucrar proteinas de unidn a interleuquinas y/o quimioquinas o citoquinas, receptores
homdlogos a los del hospedador hasta ligandos que mimetizan a los del huésped [65]. CVA contiene
genes inmunomoduladores como B19R (receptor soluble y de superficie celular para interferén a/p)
o0 A53R (receptor para TNF-a), cuyos genes ortdlogos en MVA estan ausentes o codifican para
proteinas no funcionales. Este tipo de deleciones se cree son una de las causas del mantenimiento de
la alta inmunogenicidad del vector, a pesar de haber perdido su capacidad de replicar activamente en

mamiferos.

|II

Teniendo en cuenta el proceso “natural” de atenuacién que sufrio CVA, producto de los sucesivos
pasajes en FEPs y observando los resultados en cuanto a la alta inmunogenicidad que mantenia el
MVA, surge la idea de que la delecién dirigida y racional de genes inmunomoduladores aun

conservados en el genoma de MVA podria optimizar esta caracteristica del virus y aumentar su

potencial como vector vacunal. En las siguientes secciones se desarrollara este concepto mds
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ampliamente (ver seccién 5.2 “Optimizacion de vectores virales: delecion de genes

inmunomoduladores”).

4.3 El MVA en ensayos clinicos humanos

Los virus recombinantes basados en poxvirus (MVA, NYVAC o ALVAC, por citar los mas relevantes),
han sido utilizados de manera satisfactoria en combinaciones homdlogas o heterdlogas en la

prevencion y tratamiento de enfermedades humanas y veterinarias [66].

Numero de estudios

Menos T Mas

Figura 8. Distribucion de los ensayos clinicos con MVA a nivel mundial. Se representan en graduacién de
colores el nimero de ensayos clinicos por pais o regién, que contienen al vector MVA dentro de su disefio
vacunal. Verde representa un menor nimero de estudios hasta el rojo que indica un mayor nimero de
ensayos. Imagen tomada de https://clinicaltrials.gov/ [67].

Multiples recombinantes de MVAs se han generado expresando antigenos virales, provenientes de
pardsitos, bacterianos o tumorales frente a un amplio rango de enfermedades infecciosas como

HIV/SIDA, influenza, hepatitis B y C, malaria, tuberculosis y cancer.
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La mayoria de los ensayos clinicos que involucran el uso de MVA en combinacidn con otros vectores
son consistentes en cuanto al uso de este vector como prime (o primera dosis) en combinacién con
proteinas y adyuvantes para potenciar la respuesta B frente a un antigeno, o como un boost (o

segunda dosis/refuerzo), en caso que se quiera incrementar la magnitud de la respuesta T [68, 69].

Al momento de escritura de esta tesis, 75 ensayos clinicos que incluian al MVA como parte de su
plataforma vacunal, se registraron a nivel mundial, entre ensayos activos, en reclutamiento y
finalizados, considerando los ultimos 15 afios. En la figura 8 se representa el nimero de ensayos

clinicos realizados por pais, siendo América del Norte, Africa y Europa los que lideran la lista.

Actualmente, el mayor desarrollo estd centrado en vacunas que puedan prevenir la infeccion por el
virus del Ebola, como se puede apreciar en la tabla 2, debido al mas reciente brote en 2014 situado
en Africa Occidental. Sin embargo, los esfuerzos por desarrollar vacunas contra tuberculosis,

HIV/SIDA y malaria siguen aun vigentes, como también vacunas contra diversos tipos de cancer.

Tabla 2. Ensayos clinicos de los ultimos 6 afios que involucran el uso de MVA como vector vacunal

Long-term Safety Follow-up of Participants Exposed to the Candidate Ebola
Vaccines Ad26.ZEBOV and/or MVA-BN-Filo el S

A Phase | Trial to Evaluate the Safety, Reactogenicity, and Immunogenicity of
MVA-BN Yellow Fever Vaccine with and Without Montanide ISA-720 Adjuvant in Reclutando 1 90 2016
18-45-Year-0Old Healthy Volunteers

Staged Phase 3 Study to Assess the Safety and Immunogenicity of Ebola
Candidate Vaccines Ad26.ZEBOV and MVA-BN-Filo During Implementation of Reclutando 3 728 2015
Stages 1 and 2

A Study to Evaluate a Range of Dose Levels of Ad26.ZEBOV and MVA-BNFilo in

Healthy Adult Participants Reclutando 3 525 2015

A Study to Evaluate the Immunogenicity, Safety and Tolerability of Ad26.ZEBOV Activo, sin

and MVA-BN-Filo in Healthy Adult Participants reclutamiento S 25 2005
Multi-antigen CMV-MVA Triplex Vaccine in Reducing CMV Complications in
Patients Previously Infected with CMV and Undergoing Donor Hematopoietic Cell Reclutando 2 115 2015

Transplant

Safety, Tolerability and Immunogenicity Study of 3 Prime-boost Regimens for
Ebola Vaccines Ad26.ZEBOV/MVA-BN-Filo in Healthy Adults, Children and Human Reclutando 2 1188 2015
Immunodeficiency Virus Positive (HIV+) Adults
VRC 208: Dose, Safety and Immunogenicity of a Recombinant MVA Ebola Activo. sin
Vaccine, VRC-EBOMVAO079-00-VP (MVA-EbolaZ), Administered Alone or as a g 1 64 2015
Boost to cAd3-Ebola Vaccines in Healthy Adults reclutamiento

p53MVA Vaccine and Gemcitabine Hydrochloride in Treating Patients with

Recurrent Ovarian Epithelial Cancer Reclutandao 1 3 2015

Safety, Tolerability and Immunogenicity Study of 2 Prime-boost Regimens for Reclutando 2 575 2015
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Ebola Vaccines Ad26.ZEBOV/MVA-BN-Filo

Safety and Tolerability of a Modified Vaccinia Ankara (MVA)-Based Vaccine . .
. . Activo, sin
Modlified to Express Brachyury and T-cell Costimulatory Molecules (MVA- lutamient 1 38
Brachyury-TRICOM) reclutamiento

Trial to Investigate the Effect of Schistosoma Manzoni Infection on the Response

to Vaccination with MVAS85A in BCG-vaccinated African Adolescents Completo 2 36

Safety, Tolerability, and Immunogenicity Study of Homologous Ad26 Mosaic
Vector Vaccine Regimens or Heterologous Ad26 Mosaic and MVA Mosaic Vector Activo, sin

Vaccine Regimens with Glycoprotein 140 (gp140) for Human Immunodeficiency  reclutamiento 2 S
Virus (HIV) Prevention
Evaluating the Safety and Immune Response to Three Different DNA HIV Activo. sin
Vaccines Administered With a MVA-CMDR Boost Vaccine in Healthy, HIV- lut ' t 1 105
Uninfected Adults reciutamiento
Randomized, Open-label Phase Il Trial to Assess the Safety and Immunogenicity Activo. sin
of MVA-BN Smallpox Vaccine in Immunocompromised Subjects with HIV " 2 90
. reclutamiento
Infection
Study Evaluating Aerosol and Intradermal Administration of a Candidate TB
Vaccine, MVA85A, to Increase Immune Response and Avoid Anti-Vector Reclutando 1 37
Immunity
Phase | Trial Evaluating Safety and Immunogenicity of MVA85A-IMX313
Compared to MVA85A in BCG Vaccinated Adults Reclutando 1 =
Safety and Immunogenicity of ChAdV63.HIVconsv and MVA.HIVconsv Candidate
fety geniaty f . Reclutando 1 48
HIV-1 Vaccines in Recently HIV-1 Infected Individuals
Safety and Immunogenicity of MVA85A Prime and BCG Boost Vaccination Reclutando 2 248
A Phase Il Trial to Assess the Safety and Immunogenicity of DNA Priming
Administered by the ID Zetajet With or without ID
DermaElectroporationFollowed by IM MVA Boosting in Healthy Volunteers in Reclutando 2 198
Tanzania and Mozambique
Safety Study of an Additional MVA Vaccine in Volunteers Who Received 3 DNA
Vaccines Followed by 2 MVA Vaccines (HIV IS 06) Reclutando 112 =
Efficacy of Malaria Vaccines in Kenyan Adults Reclutando 2 120
Efficacy of Candidate Malaria Vaccines in Senegalese Adults Reclutando 2 120
Phase 11B/Ill of TG4010 Immunotherapy in Patients with Stage IV Non-Small Cell Activo, sin 213 1000
Lung Cancer reclutamiento
Evaluating the Safety and Immune Response of a Prime-Boost HIV Vaccine Activo, sin 48
Regimen in Healthy, HIV-Uninfected, Vaccinia-Naive Adults reclutamiento
Efficacy Against TB Disease, Safety, and Immunogenicity of MVA85A/AERAS-485
in HIV-Infected Adults (C-030-485) Completo 2 650
A Study of AdCh63 AMA1 Alone and With MVA AMA1 Completo 1 16
Evaluating the Safety of and Immune Response to an HIV Vaccine Followed b
g fety of P v Completo 1 92

Booster, Administered by Two Devices, in HIV-Uninfected Adults

§NL]mero de participantes. La informacion completa y detallada puede encontrarse en
https://clinicaltrials.gov/[67]

2014

2014

2014

2014

2014

2013

2013

2012

2012

2012

2012

2012
2012

2012

2012

2011

2010

2010

La tabla 3 resume los principales estudios que utilizaron al MVA como vector vacunal recombinante

en los ultimos afios, frente a HIV/SIDA, malaria, tuberculosis, influenza y dengue. Con el objetivo de

inducir respuestas inmunes eficaces, diferentes estrategias han sido ensayadas, aunque en la
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mayoria de los casos todas comparten el uso de regimenes de vacunacién heterdélogos de tipo prime-

boost [70].

Tabla 3. Ensayos clinicos en humanos que involucran vacunas basadas en el vector viral MVA

Anode
Vacuna | Antigeno JEstrategia @ Inmunogenicidad m

Inmunogemco (T-cD4* y

Triple dosis 1 2008 D8’
MVA-CMRD  Env/Gag/Pol Alt o o
amente inmunogénico
DNA/MVA 1/2 2006 (T-CD4+ y CD8+) sd
Altamente inmunogénico
Env (gp120)/ i ) (T-CD4"y CD8")
MVA-B Gag/Pol/Nef [LEEE e 1 2010 Débil respuesta de Ac. e
neutralizantes
*
-
! Triple dosis 1 2010 Moderadam(.ente sd
2 Env/Gag/ Rev/ Inmunogenico
T TBCMA Tat/Nef/RT Moderadamente
DNA/MVA 1 2010 . - sd
inmunogénico
Moderadamente
Env/Gag/Pol/ . . inmunogénico, fuerte
ADMVA Tripl 1 2007
Nef/Tat S5 0o respuesta de Ac. =
neutralizantes
Gag/Env/ Altamente inmunogénico (T-
MVAG62 PR/RT DNA/MVA 1 2008 cpa* v CD8+) sd
RTS, Proteccion parcial
MVA-CS CcS $/AS02A/MVA sd sd Fuerte respuesta de Ac. (33%)
{0
E o . .
© MVA-ME Altamente inmunogénico (T-
] TRAP ME-TRAP ChAd63/NVA 1 2011 cpa’ v CD8+) sd
=
MVA-MSP1 MSP1 ChAd6/MVA  2a 2011 A G e o e
(respuesta cellular Ty de Ac.)
©
c MVA-NP
¢« M1 NP + M1 Simple dosis 2a 2010 Altamente inmunogénico Eficacia 60%
£
ulﬂ_'-‘ MVAS85A 852 BCG/MVA 2b 2012 Altamente inmunogénico Sin proteccién
5 MVA.HBs HBsAg DNA/MVA sd 2004 Variable y no especifico Sin proteccién
I
S w
Pre- i6 : .
X g MVA-DEN2 Proteina E Triple dosis ,ﬂ.e 1999 Inducuo.n de Ac Proteccion
8 S clinico Neutralizantes

Adaptado y traducido al espafiol de Quindn y colaboradores [70]. *Virus de la Inmunodeficiencia humana (HIV-
1, Human Immunodeficience Virus), £Tuberculosis, §Hepatitis B Virus, ChAd63: Adenovirus de chimpancé 63, Ac:
anticuerpos, RTS,S/AS02A: adyuvantes, sd: sin datos
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4.4 Uso de MVA en medicina veterinaria

Del mismo modo, en el drea veterinaria, las vacunas se han vuelto esenciales tanto para prevenir
enfermedades, mantener la salud y el bienestar de los animales como el de la poblacién en general,
como también la buena calidad de alimentos, tratando de reducir o prevenir la trasmisidon zoondtica
de enfermedades [70]. En este contexto, la aplicacidon de vacunas basadas en vectores virales ha sido
mas exitosa en el drea de sanidad animal, con numerosos ensayos clinicos basados en poxvirus y con

algunas vacunas ya licenciadas para su uso en ganado y animales domésticos [69].

Tabla 4. Vacunas recombinantes basadas en VACV para uso veterinario

Gripe aviar
Virus Fowlpox®
Enfermedad de Newcastle

Gripe equina
Enfermedad de West Nile

Rabia felina Virus Canarypox

atenuado”
Leucemia felina
Moquillo canino
. H
Rabia (lobos, coyotes) VACV
Fiebre del Valle Rift (Cepa: Copenhagen)
Tuberculosis Bovina
Enfermedades asociadas a Herpesvirus Bovino
Bluetongue disease
MVA

African horse sickness
Leishmaniasis

Peste de pequefios rumiantes

“Vacunas ya licenciadas. Tabla traducida al espafiol y adaptada de Quindn y colaboradores [70].
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El primer vector que se licencid para ser utilizado como vacuna en animales estuvo basado en VACV,
y consistié en una vacuna recombinante conteniendo el gen de la glicoproteina de superficie del virus
de la rabia. La vacuna fue autorizada en Francia (1995), Bélgica y Luxemburgo (1996) y en Estados

Unidos (1997/2002) para ser utilizada en coyotes, mapaches y lobos [70, 71].

Hasta el momento, hay por lo menos ocho vectores poxvirales que ya estdn licenciados para ser
utilizados como prototipos vacunales, incluyendo vectores basados en canarypox (frente a influenza
equina, virus del Nilo Occidental, rabia, leucemia felina), VACV (rabia) y fowlpox (Influenza aviar y

enfermedad de Newcastle) (Tabla 4).

A su vez, se estan realizando estudios que incluyen al MVA como vector vacunal en numerosas
enfermedades, pero principalmente en tuberculosis bovina, enfermedad de la lengua azul

(Bluetongue disease) y peste equina africana (African horse sickness) (Tabla 4).

4.5 Perspectivas en cuanto al uso de MVA como vacuna frente a HIV

Uno de los ensayos clinicos de mayor repercusion de los ultimos aifos dentro del drea de desarrollo
de vacunas frente a HIV/SIDA fue el ensayo de eficacia RV-144 [32], llevado a cabo en Tailandia,
estableciendo la primer evidencia de que una vacuna contra HIV era capaz de proveer proteccién
contra la adquisiciéon del virus en grupos de bajo riesgo (31,2% de eficacia). El régimen de vacunacién,
que consistid en una primera dosis o prime con ALVAC (canarypox no replicativo) expresando
diversos antigenos de HIV y un refuerzo o boost de AIDSVAX (vacuna bivalente para la proteina de

envoltura gp120 subtipos B/E) resultd seguro y bien tolerado.

Este hallazgo de proteccidn, si bien modesto, permitié identificar correlatos inmunes de riesgo como
también la presencia de anticuerpos dirigidos contra epitopes de la proteina de envoltura. Lejos de
desalentar a la comunidad cientifica, estos descubrimientos demuestran la necesidad de acrecentar

los esfuerzos en el desarrollo de nuevos disefios de vacunas y ensayos clinicos, haciendo hincapié en
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la optimizacién de la respuesta inmune inducida por la vacunacién [72]. Tal es asi que en el ultimo
congreso de prevencién de HIV (HIVR4P 2016) llevado a cabo en Chicago, en octubre de 2016, se
presentaron numerosos trabajos que involucraron el uso de poxvirus como vectores vacunales,
incluyendo al MVA. Un trabajo en el que vacunaron macacos hembra de manera subcutdnea con
MVA-HIV, siguiendo un esquema prime-boost, mostré que se inducian células T-CD8" especificas para
MVA polifuncionales en la mucosa genital como también anticuerpos de tipo 1gG e IgA y asimismo,
una respuesta celular especifica frente a HIV en sangre y ganglios linfaticos [73]. Ademas se estan
llevando a cabo ensayos clinicos en humanos de fase | y Il que incluyen al MVA como vector vacunal,

con resultados prometedores en el campo de HIV [74].

5. ESTRATEGIAS DE OPTIMIZACION DE VECTORES

5.1 El MVA como vector vacunal

Es indiscutido el gran avance que se ha dado en los Ultimos afios tanto en las dreas de Inmunologia y
Virologia, como también en el campo del desarrollo de vacunas. Sin embargo, los abordajes
implementados hasta el momento no han dado resultados alentadores en ciertas dreas donde aun
hay una imperiosa necesidad de generar vacunas efectivas, como es el caso de enfermedades como

HIV/SIDA, Malaria y Tuberculosis.

Se estd desarrollando una nueva generacidon de vacunas basadas en vectores virales capaces de
expresar antigenos recombinantes, entre los cuales el MVA estd considerado como uno de los mas

prometedores para cumplir con este objetivo a nivel de salud mundial.

Muchas de las caracteristicas innatas del vector lo convierten en un excelente candidato para ser
utilizado como plataforma para el desarrollo de vacunas. El gran tamafio que posee el genoma de
MVA lo vuelve altamente susceptible de ser transducido con multiples insertos codificantes y con

tamafios practicamente ilimitados (de hasta 25 kpb) [75], capaces de promover una respuesta
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inmune adaptativa de larga duracidn. A su vez, la presencia de promotores virales fuertes, ya sean
del propio vector o introducidos por ingenieria genética, permite una alta y eficiente expresion de
antigenos recombinantes [76]. Otra caracteristica importante a la hora de pensar en el desarrollo de
vacunas reside en que el riesgo de integracién del genoma viral al genoma del huésped es
practicamente nulo, ya que la replicacién se da en el citoplasma de la célula hospedadora [62].
Durante la campaia de vacunacidn contra viruela, MVA fue administrado en Alemania a mas de 120
mil individuos, entre ellos personas de alto riesgo, con desdrdenes del sistema nervioso o
inmunodeficiencias, alergias o enfermedades de la piel, enfermedades crénicas e incluso nifos, sin
reportarse efectos adversos serios; contrariamente a lo que se habia observado con otras cepas de
Vaccinia [62]. Esto demostré la inocuidad del vector, incluso para ser utilizado en personas
inmunocomprometidas. Desde entonces, MVA ha sido intensamente evaluado en numerosos
estudios, tanto en humanos como en modelos animales, confirmando su seguridad y demostrando
mantener su inmunogenicidad, sin desarrollo de enfermedad clinica alguna [77]. Las caracteristicas y

ventajas de MVA se resumen en la tabla 5.

5.2 Optimizacion de vectores vacunales: delecion de genes inmunomoduladores

Como se menciond brevemente en la seccién 4.2 (“Genes inmunomoduladores”) la eliminacion de
genes relacionados al rango de huésped o evasion del sistema inmune, de manera dirigida, como
estrategia para la optimizacidn de vectores vacunales, es un recurso que se utiliza hace ya varios
afios y que ha mostrado resultados muy positivos. Uno de los primeros trabajos que demostré que
este tipo de estrategia era adecuada, fue realizado por Staib y colaboradores [78]. Por técnicas de
biologia molecular delecionaron el gen B15R que codifica para un receptor soluble de la citoquina IL-
1B. Esta proteina es capaz de modular la respuesta aguda del huésped “secuestrando” la IL-1f e
impidiendo que ejerza su accién pro-inflamatoria como principal pirégeno del cuerpo. Luego de

inocular ratones con el vector delecionado para B15R, no solo observaron un aumento en la
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respuesta de células T-CD8" de memoria, en relacién al MVAwt, sino que estos animales presentaron

mayores niveles de proteccidn frente al desafio con una cepa virulenta de Vaccinia.

Tabla 5. Breve descripcion de las caracteristicas de MVA y las ventajas que ofrece como vector

vacunal
MODIFIED VACCINIA ANKARA (MVA)
Familia Poxviridae
Género Orthopoxvirus
Virion 300 x 250 nm, envuelto, formas: IMV, IEV, CEV y EEV
Genoma 178 kb DNA doble cadena, 193 ORFs y 177 genes (25 pseudogenes)
- Gran capacidad de empaquetamiento (hasta 25 kpb) de ADN
recombinante
- Ausencia de persistencia y/o integracion en el genoma del
huésped
Ventajas - Alta inmunogenicidad como vector vacunal, capaz de inducir

respuestas inmunes humorales y celulares
- Facilidad de manipulacidn, produccidn y administracion
- Inocuidad/seguridad para ser utilizado incluso en personas
inmunocomprometidas

Numerosos trabajos continuaron con esta linea observando resultados semejantes en cuanto al
incremento de la inmunogenicidad del vector. Al delecionar el gen A41L del genoma de VACV se
observd un aumento en la inmunogenicidad del vector. Si bien el ligando correspondiente
especificamente a A41L no se ha dilucidado aun, se sabe que tiene similitud con proteinas de otros
poxvirus involucradas con unién a quimioquinas y otros ligandos [79]. Por su parte, Rehm & Roper
reportaron en 2011 [80] que la delecién del gen A35R del genoma de MVA, cuyo producto es una
proteina involucrada en la inhibicién de la presentacion antigénica [81], contribuyd a incrementar
ambos perfiles de la respuesta inmune tanto humoral como celular, ya que aumenté la produccién

de inmunoglobulinas de tipo IgG como asi también el nimero de células especificas productoras de
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IFN-y. Ademds, el vector delecionado logré conferir proteccion en ratones luego de un desafio

intranasal con la cepa replicativa de VACV Western Reserve (WR).

Como estos, existen otros tantos genes inmunomoduladores que aun se conservan en el genoma de
MVA y cuya delecidn ha demostrado un aumento en la inmunogenicidad del vector. Por citar como
ejemplo al gen M2L, que fosforila una proteina involucrada en la activacion de la via de NF-KB,
inhibiendo consecuentemente su accion [82]; o el gen F1L como inhibidor de apoptosis [83]. De igual
forma los genes B19R, B8R o N2L que actuan inhibiendo alguna etapa de las vias de sefalizacion de
IFN de tipo | y Il [84-86]; como también, los productos de genes C6L y K7R, inhibidores de las vias de
sefializacion de interferones de tipo | [87, 88]. Garcia-Arriaza y colaboradores [89] construyeron un
vector vacunal recombinante para HIV utilizando como vector el MVA al cual le habian delecionado
de manera simultanea estos dos genes. Este grupo demostré que la respuesta inmune adaptativa y
de memoria frente a epitopes de HIV se vio optimizada, en el modelo murino estudiado, en relacién

a la respuesta generada por el MVAwt recombinante.

Nuestro grupo de investigacion describid en el trabajo de Falivene y colaboradores [90] la delecién
del gen C12L del genoma de MVA. Este gen codifica para una proteina de unién a IL-18 (IL-18bp, del
inglés IL-18 binding protein) [91, 92], citoquina pro-inflamatoria asociada tipicamente al desarrollo de
respuestas Thl como también al estimulo de respuestas citotdxicas T-CD8'. Esta citoquina, en
conjunto con IL-2, IL-12, y en presencia de antigenos y mitdgenos induce finalmente la produccidn de
un mediador soluble caracteristico de respuestas pro-inflamatorias como es el IFN-y [93]. La
presencia de una proteina capaz de unir IL-18 y bloquear la unidn a su correspondiente receptor,
impide que se desencadenen estas vias de sefializaciéon. Al eliminar este gen del genoma de MVA se
evidencié un aumento en la inmunogenicidad frente a antigenos propios del vector y mas importante
aun, frente a antigenos de HIV cuando se construyé un vector delecionado recombinante para la

proteina Nef del subtipo BF [90].
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Dentro de los otros genes inmunomoduladores que estan presentes en el genoma de MVA, se

encuentran los genes A46R y A44L, los cuales se describirdn mds en detalle a continuacion.

5.2.1 Gen A46R

El gen A46R codifica para una proteina que inhibe numerosas vias de sefalizacidn pro-inflamatorias,
disparadas por la activacién de receptores de tipo Toll (TLR, del inglés Toll Like Receptors). Estas vias
se caracterizan por la activacion de cascadas de MAP-quinasas (MAP, del inglés, Mitogen Activated
Protein) como también de factores de transcripcion como NF-k o IRF3/IRF7 y que conducen en
Ultima instancia, a la produccién de interferones de tipo |, citoquinas pro-inflamatorias como IL-1[3,

IL-6, IL-12, entre otras; como asi también la estimulacidn de células T [94-96] (Figura 9).

La proteina A46 presenta similitud de secuencia aminoacidica con el dominio TIR (Toll/IL-1 Receptor),
homdlogo a la regién citoplasmdtica del receptor para IL-1. Este dominio, presente en todos los
receptores tipo Toll, a excepcion del TLR3, es requerido para la transduccion de sefiales de estos
receptores, y le permite establecer interacciones homotipicas con proteinas adaptadoras que posean
a su vez este dominio: MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88), TRIF (TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-8), TIRAP/Mal, TRAM (TRIF-related adaptor molecule) y SARM
(Sterile-alpha and Armadillo motif-containing protein) [97]. Como se menciond previamente, la
proteina A46 tiene un dominio homdlogo al dominio TIR, esto le permite interactuar con las
proteinas adaptadoras mencionadas, especificamente MyD88, TRIF y TRAM, interfiriendo con la
cascada de seializacidn rio abajo que involucra vias de MAP-quinasas y activacion del factor NF-KB

[96, 98].

Muchos estudios han demostrado que la delecidn de este gen favorece la atenuacion del virus. En
2005, Stack y colaboradores delecionaron este gen de la cepa WR de VACV (vAA46R) y lo inocularon

en ratones por via intranasal. Los animales que recibieron este vector mostraron menores signos de
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enfermedad en términos de reduccién del peso corporal, en relacién al grupo de ratones que recibié
el vector salvaje (VWT-A46R) o el mutante revertante (v-A46R-REV) como también una diferencia en

la cinética de respuesta del hospedador, en donde el grupo de VvAA46R permitid un mayor

reclutamiento de células a pulmadn [96].
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Figura 9. Esquema de las diferentes vias de sefalizacion mediadas por receptores Toll. Se representan las
principales vias de sefializacién que desencadenan las respuestas pro-inflamatorias indicadas. En cada una de
las vias se indica la participacidon de proteinas adaptadoras como es el caso de MyD88, susceptibles de ser
inhibidas por proteina virales. Adaptado y traducido al espafiol de https://www.thermofisher.com/ar/es/ [99].
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En concordancia con estos resultados, otro grupo de investigacién publicé un articulo en el que
eliminaron este mismo gen, pero en este caso del genoma de NYVAC, otro vector derivado del virus
Vaccinia, especificamente de la cepa Copenhagen [21]. Generaron un vector recombinante que
expresaba los antigenos Env, Gag, Pol y Nef de HIV-1 subtipo C (NYVAC-C-AA46R) y observaron que la
respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, frente a estos epitopes recombinantes se vio

optimizada en relacidn a la respuesta generada por el vector salvaje recombinante (NYVAC-C) [100].

Por otro lado, y de manera controversial, otros trabajos reportaron que la delecion de este gen en el
contexto del genoma de MVA no lograba aumentar la inmunogenicidad del vector [101, 102]. Cabe
destacar que en estos Ultimos trabajos se utilizd la tecnologia del cromosoma artificial bacteriano o
BAC (por sus siglas en inglés, bacterial artificial chromosome) como método para la generacion de

vectores poxvirales recombinantes.
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Figura 10. Inhibicion de vias pro-inflamatorias por proteinas de VACV. Esquema representativo de dos vias
pro-inflamatorias inhibidas a distintos niveles por proteinas codificadas por virus VACV. En el esquema se
resalta en azul la via de IL-18, y en rojo los productos de los genes C12L y A46R que bloquean la activacién del
factor de transcripcion NF-kB, ya sea antes de la unidn de la IL-18 a su receptor (C12), o posteriormente
bloqueando la unién de la proteina adaptadora MyD88 (A46). Esquema adaptado de Haga & Bowie, 2005
[103].
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Es importante destacar, ademas, que el producto del gen A46R se inter-relaciona con la proteina de
unién a IL-18, codificada por el gen C12L y descripta previamente. En la figura 10 se puede ver
esquematicamente como los productos de estos genes inhiben a distintos niveles, la via de
sefializacion de IL-18, una de las tantas vias pro-inflamatorias del hospedador que culminan en Ila
activacién del factor de transcripcién NF-kf. Esta estrategia en la que se combinan multiples
proteinas virales, tanto intracelulares como secretorias, constituye uno de los mecanismos de

evasion del sistema inmune ampliamente utilizado por VACV y sus derivados [103].

5.2.2 Gen A44L

A44L es un gen que estd presente en el genoma de MVA y codifica para una enzima que posee 31%
de similitud con la 3f3-hidroxiesteroide-deshidrogenasa/A5-4 isomerasa humana (3p-HSD, por sus
siglas en inglés 38-Hydroxysteroid dehydrogenase/A5-4 isomerase), encargada de transformar los A5-
3B-hidroxi-esteroides en A4-3 ceto-esteroides, paso esencial en la biosintesis de todas las clases de
hormonas esteroides: mineralocorticoides, glucocorticoides, y hormonas sexuales (Figura 11) [104-

106].

Las hormonas esteroideas juegan un papel muy importante en el desarrollo, diferenciacion y
crecimiento de numerosos tejidos pero ademas, muchas de ellas son consideradas potentes agentes
inmunosupresores y anti-inflamatorios, capaces de inhibir la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias y a su vez estimular la produccién del factor de crecimiento transformante f o TGF-
(por sus siglas en inglés, transforming growth factor 8) en ciertas células [107]. Incluso, estas
hormonas también pueden regular la migracidon y citotoxicidad de células inmunes. Limitan, por
ejemplo, el acceso de los linfocitos a los sitios de inflamacion, inhiben la adhesién de neutrdfilos a
células endoteliales y antagonizan la diferenciacion de macrdfagos inhibiendo ademas otras
funciones como expresién de MHC-II, liberacidon de citoquinas y produccién de prostaglandinas y

leucotrienos, entre otras [108].
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Figura 11. Representacion esquematica de las vias de seializacion de hormonas esteroides. Se muestran las
vias de sefalizacion y las enzimas participantes para la sintesis de hormonas esteroideas. La imagen es una
modificacion de la imagen original propiedad de © 2009 QIAGEN, todos los derechos reservados. La misma se
puede encontrar en [109].

En 1992, Moore & Smith [110], observaron que la delecién de este gen de la cepa WR de VACV no
afectaba la replicacion in vitro, pero si su virulencia in vivo, describiéndolo como un nuevo factor de

virulencia. Mas tarde, este mismo grupo comprobd que efectivamente la presencia de esteroides

46



INTRODUCCION

generados por esta enzima contribuia a suprimir la respuesta inflamatoria generada por el huésped,
en un modelo in vivo [105]. Inmunizaron ratones por via intranasal con un vector derivado de la cepa
WR, al cual le delecionaron el gen A44L (vAA44L), y compararon los niveles de corticoesteroides en
sangre y pulmodn, en relacion a ratones inmunizados con el vector salvaje (vA44L) o el revertante para
el gen (vA44L-rev). Los niveles de esteroides hallados en estos grupos fueron mayores a los
encontrados en el grupo vAA44L, el cual mostrd a su vez una menor pérdida de peso corporal (como
signo de enfermedad) y una mejor respuesta inmune pulmonar en términos de mayor reclutamiento

de células T-CD4" y CD8" y mayor actividad citotdxica.

De igual forma, otros grupos de trabajo demostraron este concepto de virulencia por parte del gen
A44L en modelos murinos, luego de inocular a los animales por via intracerebral [111] o intradérmica
[112]. No obstante, otros trabajos describen que la delecién de este gen tampoco produjo aumentos

en la inmunogenicidad del vector [101, 102].
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Lo ultimo que uno sabe, es por donde empezar.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a lo expuesto en la Introduccién, la Hipdtesis de trabajo planteada establece que la delecién
dirigida de tres genes especificos del genoma de MVA, relacionados con la evasidn de la respuesta

inmune, aumentara su potencial como vacuna.

En base a esto, el Objetivo General consistié en realizar la caracterizaciéon de vectores vacunales
optimizados basados en el virus MVA tras la delecion de genes con funciones relacionadas a la
evasion del sistema inmune del hospedador. Los vectores MVA delecionados que se estudiaron
fueron: MVAAA44L-A46R (con delecidn simultdnea de los genes A44L y A46R) y MVAAC12L/AA44L-

A46R (delecidn de A44L, A46Ry C12L).

Frente a este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos (OE):

OE1: Caracterizacion in vitro de los nuevos vectores MVA delecionados en cuanto a la
presencia/ausencia de los genes virales seleccionados y/o sus productos, y en cuanto a la capacidad

replicativa in vitro de los vectores.

OE2: Desarrollo y puesta a punto de los ensayos bioldgicos in vitro con el fin de evaluar la

presencia/ausencia de actividad bioldgica atribuida a los genes virales que fueron delecionados.

OE3: Estudio del impacto de la utilizacién de los vectores MVA delecionados: MVAAA44L-A46R y
MVAAC12L/AA44L-A46R en relacidn a su potencial para la generacion de inmunidad especifica

adaptativa.

OEA4: En base a los resultados obtenidos en el OE3 seleccionar al vector MVA delecionado que haya
mostrado la mejor performance vacunal, para luego realizar un analisis exhaustivo sobre la calidad de

respuesta innata generada por dicho vector en comparacién con la inducida por el MVAwt.
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Los que aseguran que es imposible no deberian interrumpir a los que estamos
intentdndolo.

- Thomas Alva Edison



MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS BioLoGIcoS

1.1 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron: BHK-21, BSC-40 y THP-1. Las células BHK-21
(ATCC Cat N2 CCL-10) son fibroblastos de rifidn de hamster (Mesocricetus auratus), en las que se
describié hace varios afios que MVA es capaz de realizar infecciones productivas [113], lo que
permite, entre otras cosas, utilizarlas para la generacion de stocks virales. Las células BSC-40
(ATCC Cat N@ CRL-2761) derivan de epitelio de rifion de mono verde africano (Cercopithecus
aethiops) y presentan una morfologia epitelial. Las células THP-1 (ATCC Cat N2 TIB-202) son
monocitos humanos de sangre periférica, y pueden ser diferenciados a macréfagos adherentes en
presencia de determinados estimulos. Las lineas celulares BHK-21 y BSC-40 son adherentes, mientras
gue las THP-1 se crecen en suspensidon hasta su eventual diferenciacion. Todas las lineas fueron
mantenidas a 372C en una atmdsfera hiumeda con 5% de CO,. En el caso de las BHK-21 y BSC-40, se
utiliz6 como medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, GIBCO BRL, USA)
suplementado con 2 mM de L-glutamina (GIBCO BRL), 100 U/ml de penicilina (GIBCO BRL), 0,1 mg/ml
estreptomicina (GIBCO BRL) y 10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor) (DMEMc 10%). Las células
THP-1 se mantuvieron en RPMI-1640 (GIBCO BRL) suplementado con 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml
de penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina, 1 mM de piruvato de sodio (GIBCO BRL), 55 uM de pB-
mercaptoetanol (GIBCO BRL) y 10% de suero fetal bovino (RPMIc 10%). Para su mantenimiento, se
realizaron pasajes en los medios de cultivo correspondientes. Las THP-1 fueron diferenciadas a
macréfagos adherentes (macréfagos derivados de THP-1) luego de incubar las células en presencia
de 50 ng/ml de forbol-12 miristato-13 acetato (PMA, phorbol-12-myristate-13-acetate, Sigma-

Aldrich) durante 3 dias.

Para la generacion de los vectores delecionados se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos de
embrién de pollo (FEPs), generados por la Seccion de Cultivo de Tejidos del Instituto de Virologia del

INTA Castelar. Estos cultivos primarios, se componen a partir de huevos embrionados de 10-11 dias,
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certificados como libres de patdgenos especificos (SPF, por sus siglas en inglés Specific Pathogen
Free), adquiridos en el Instituto Rosenbusch. Estas células son permisivas para la replicacion tanto de
Virus Vaccinia como de MVA. Estos cultivos son mantenidos en Medio Earle 199 1X (Gibco)
suplementado con 2,95 mg/ml de caldo triptosa fosfato (Difco), 2,2 mg/ml de NaHCO; (ICN), 0,3
mg/ml de L-glutamina (Gibco), 50 ug/ml de gentamicina, 66 pg/ml de estreptomicina y 100 U/ml de
penicilina mas 2 % SFB (Internegocios), antibidtico/antimicético 1X (Gibco), 25 mM Hepes (acido 4-

(2-hidroximetil)1-piperazin-etan-sulfénico, Sigma) a 372C en una atmédsfera himeda con 5% de CO.,.

1.2 Virus

1.2.1 Generacion de los vectores MVA delecionados

Para la generacién de los vectores virales delecionados MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R,
se utilizé la estrategia de infeccidn-transfeccion descripta por Falivene y colaboradores [90] y Ferrery
colaboradores [114], basada en la técnica original de Earl y colaboradores [115]. A continuacidn, se
describirdn brevemente los pasos mds relevantes de la técnica que son de importancia para
comprender el origen y verificar la calidad de los vectores. Cabe destacar que esta parte del trabajo
fue realizada enteramente por la Dra. M. Paula del Médico-Zajac, que forma parte del grupo de la
Dra. Gabriela Calamante, de INTA Castelar. En la figura 12 se muestra de manera ilustrativa un

esquema de la ubicacion de los genes C12L, A44L y A46R dentro del genoma de MVA.

En primer lugar, se generé un vector intermedio que contenia las regiones flanqueantes al segmento
a ser delecionado. Posteriormente, un gen reportero fue subclonado dentro de estas regiones,
obteniéndose lo que se denomina vector de transferencia. Este vector es transfectado en células
previamente infectadas con MVAwt o algin MVA delecionado, y de esta manera, dentro de las
células se da lugar a la recombinacién homodloga entre el vector de transferencia y el genoma viral,

logrando el reemplazo de los genes wild type por un cassete de algun gen reportero.

52



MATERIALES Y METODOS

1 VIl v ]| VI

IR ITR

CizL

ym
—

A46R

Figura 12. Representacion esquematica de la ubicacion de los genes delecionados. Esquema del genoma de
MVA donde se posicionaron de manera esquematica los genes delecionados. En rojo se indican las seis grandes
deleciones que posee con respecto al genoma parental CVA (para mas detalles ver figura 6 de la Introduccidn).
El gen CI12L se encuentra en la region izquierda, entre las deleciones | y V; mientras que el segmento A44L-
A46R se encuentra sobre la regién derecha, precisamente entre las deleciones IV y Ill. La direccion de las
flechas indica el sentido de expresidn de los genes. Esquema adaptado de Meisinger-Henschel y colaboradores
[63]

En este trabajo, se generd en primer lugar un vector intermedio denominado pBS-A44L-A46R. Para
ello, la regién rio arriba del gen A44L y la regidn rio abajo del gen A46R, cuya posicion nucleotidica de
acuerdo al GeneBank (ID: U94848.1) es: 142215-142569 y 144651-144994 respectivamente, se
amplificaron por PCR y fueron clonados en el vector pBlueScript (Stratagene). Los primers utilizados

fueron los siguientes (Tabla 6):

Tabla 6. Primers utilizados para generar pBS-A44L-A46R.

157iF AGAGCTCGGATAAAATCAAAATTACGGTTG
Region upstream A44L
157iR AGCGGCCGCCGAACACGGAAATGGCTAGA
159dF CGGATCCGATGATTCGTCTACATGTTC »
Region downstream
159dR AGAATTCGCCCACATAAATGCGTTGGAG A46R

Se detallan las secuencias en 5°-3’ de los primers utilizados.

A continuacién, el gen uidA, codificante para la enzima B-glucuronidasa (GUS) bajo el promotor

poxviral H6 (disponible en el laboratorio de la Dra. Calamante) fue subclonado dentro del plasmido
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pBS-A44L-A46R obteniendo asi el vector de transferencia denominado pAA44L-A46R. La identidad de
todos los plasmidos fue verificada por secuenciacién (Genetic Analyzer 3500 XL, Applied Biosystems).
Posteriormente, cultivos de FEPs previamente infectados con el MVAwt (MVA-F6) [58] o el
MVAAC12L [90] se transfectaron con el vector de transferencia para obtener los vectores

MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AAA4L-A46R, respectivamente (Figura 13).

pAA44L-A46R
1ZQ| H6 ) uidA (glucuronidasa)  |DER
& 2 A44L-A46R DER [l
MVAwt

Y

N,
-IZQ H6 >uidA (glucuronidasa) DER.
VvV

MVAAA44L-A46R

Figura 13. Generacion de los MVA delecionados. Esquema representativo de la generacién del MVAAA44L-
A46R mediante recombinacidn homodloga entre el vector de transferencia pAA44L-A46R y el MVAwt. FEPs
infectadas con el vector MVAwt fueron transfectadas con el vector de transferencia que contiene el gen
reportero y los extremos flanqueantes a la region A44L-A46R, para que se lleve a cabo la recombinacion. El
virus recombinante producido fue seleccionado por su capacidad para producir placas de lisis de color azul en
presencia del sustrato especifico. Esta técnica de infeccion-transfecciéon también fue utilizada para generar el
vector MVAAC12L/AA44L-A46R.

Los cultivos infectados-transfectados se incubaron a 372C con atmoésfera de 5% de CO, hasta la
aparicidn de efecto citopatico. Cada uno de los virus recombinantes producidos se seleccionaron por
su capacidad de producir placas de lisis azules en presencia del sustrato especifico para la enzima
GUS (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-glucuronide cyclohexylammonium salt, X-gluc, Inalco) en un
cultivo agarizado. Luego de 10 6 6 rondas de purificacion, los vectores MVAAA44L-A46R vy
MVAAC12L/AA44L-A46R, resultaron libres de virus wild-type, respectivamente. La pureza de estos

clones fue verificada a su vez por PCR utilizando primers especificos. Para ello, se utilizd 1 pl de ADN
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copia, buffer correspondiente a la enzima Tag ADN polimerasa GreenGo Taq (Promega), dNTPs 200
mM, 100 ng de primers forward y reverse correspondientes a cada gen que se deseaba amplificary 1

unidad de enzima Tag DNA polimerasa (Invitrogen) en un volumen final de 12,5 pl.

De manera de confirmar la delecién de los genes C12L, A44L y A46R se utilizaron las siguientes
estrategias. Para el caso del gen C12L, se utilizd un set de primers lindante a la secuencia completa
del gen. El tamafio esperado del producto de amplificacién, en caso que el gen esté presente, es de
1000 pares de bases aproximadamente. La ausencia de amplificacién es un indicativo de que el gen
fue reemplazado efectivamente por el cassete reportero que expresa la enzima B-galactosidasa (gen

Lac2).

En el caso del segmento A44L-A46R, el primer forward hibridiza con un gen interno (gen A45R) y el
primer reverse con la region lindante al gen A46R. El producto de amplificacién esperado, si los genes
estan presentes, es de aproximadamente 1400 pares de bases. La ausencia de amplificacién indica la

insercién del gen reportero, que en este caso codifica para la enzima glucuronidasa (uidA).

Se utilizé6 ademas como control de amplificacion el gen de la hemaglutinina (HA), presente en todos

los casos y con un producto de amplificacidon de 890 pares de bases, aproximadamente.
Los primers utilizados se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Primers utilizados para verificar la correcta delecion de los genes.

A45R-F TAATAGACCACGATAATATC
A44L-A46R
A46R-r-R AGAATTCGCCCACATAAATGCGTTGGAG
C12L-I-F GAATTCGTTGTTTACTCAAAACG
c1z2L
C12L-r-R GAGCTCCTATAATGATTATATAG
HA1l TCCCCGCGGATGACACGATTACCAATA
HA
HA4 GGGGTACCAGAATATTGCCACGGCCG

Se detallan las secuencias en 5°-3’ de los primers utilizados para amplificar las zonas lindantes a los genes
delecionados, y ademas un par de primers para amplificar un gen control.
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1.2.2 Analisis de la expresion de ARNm de los genes C12L, A44L y A46R en los vectores

delecionados

Para llevar a cabo la caracterizacién molecular de los virus MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-
A46R, se realizd la extraccion de ARN a partir de células FEP crecidas en placas de 60 mm (p60)
infectadas con MVAwt o los virus delecionados (MVAAA44L-A46R, MVAAC12L/AA44L-A46R y
MVAAC12L como control) a una multiplicidad de infeccidon (MOI) = 1. A las 24 horas post-infeccién se
descarté el sobrenadante y las células infectadas se cosecharon en 1 ml de Trizol (Invitrogen). Se

incluyeron como control negativo células sin infectar. EI ARN se guardd a -802C hasta su uso.

El ARN extraido fue tratado con la enzima DNAsal (DNAsel, Invitrogen) para eliminar cualquier traza
de ADN gendmico e impedir posibles contaminaciones. Para la RT, se utilizaron hexameros al azar
como primers (50 ng/ul), la enzima transcriptasa reversa M-MLV RT (Promega) y dNTPs (5 mM de

cada uno). El ADN copia obtenido se almacend a -209C hasta su utilizacién.

Los genes A44L, A46R, C12L y TK (Thymidine Kinase) fueron amplificados a partir del ADN copia

generado, con los siguientes primers (Tabla 8):

Tabla 8. Primers utilizados para amplificar el ADN copia de cada uno de los genes.

159intF CTTAAAGTAGACTCCGATTC
A46R
159STOPS TTATACATCCGTTTCCCTG
157intF GGAAATGCTTACTTTTGCTA
A44L
157STOP TTATTCTGATTCTTCTAGCC
008L-F ATGAAAATCCTATTTCTCATCGC
ci1z2L
008L-R CTACTTCAGCCAAATATTCT
TK1 TCCCCGCGGTGAACGGCGGACATATTC
TK
TK4 GGGGTACCTTATGAGCCGACGTAACA

Se detallan las secuencias en 5°-3’ de los primers utilizados para la amplificacién del ADN copia.
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Se realizaron, ademas, los controles de amplificacidon correspondientes incluyendo un control de
amplificacion sobre el ARN total purificado tratado con DNAsa, excluyendo la retrotranscripcién, de
manera de poder verificar la ausencia de amplificacion a partir de ADN gendmico viral remanente. En
cada amplificacion ademas se incluyé el control negativo de amplificacidn (sin poner templado) para
determinar la presencia de posibles contaminaciones. Los productos de PCR fueron corridos en geles

de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados a través de un transiluminador UV.

2. PREPARACION DE LOS STOCKS VIRALES

2.1 Virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA)

2.1.1 Infeccion de células

Células BHK-21 crecidas y adheridas en placa con 80% de confluencia, fueron infectadas con los
distintos vectores MVA diluidos en DMEM sin suero (para permitir la adsorcién de los virus) e
incubadas durante una hora a 372C en una atmdsfera humeda con 5% de CO, para permitir la
adsorcion del virus. Posteriormente, se retird el inéculo viral, se agregd DMEMc con 2% de SFB y se
mantuvo el cultivo el tiempo necesario, hasta observar efecto citopatico avanzado en la totalidad de
la monocapa (48 a 72 horas). Finalmente, se recogieron las células infectadas en el caso de la
generacién de un stock viral (ver seccion 2.1.2 “Generacién de los stocks virales”) o se fijaron con
metanol:acetona, en el caso de realizar la titulacion por immunostaining (ver seccidon 2.1.4

“Titulacién por immunostaining”).

2.1.2 Generacion de los stocks virales

Los distintos vectores MVA se crecieron a gran escala infectando células BHK-21 en 20 a 25 placas de

150 mm de didametro a baja MOI (de aproximadamente 0,1) (ver seccién 2.1.1 de Materiales y
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Métodos “Infeccion de células”). Las células infectadas se recogieron luego de 48 horas cuando se
evidencid un efecto citopatico casi completo, fueron resuspendidas en 9 ml de buffer Tris (10 mM,

pH 9), y se almacenaron a -802C hasta su posterior purificacion.

2.1.3 Purificacion de los stocks virales para inmunizar

Cada uno de los virus fue liberado de las células BHK-21 por sonicacién. Para ello, las células
mantenidas en hielo fueron sometidas a un primer ciclo de sonicacién que consistié en 3 pulsos de
10 segundos de sonicacidn y 10 segundos de descanso. Luego, se centrifugaron a 1500 rpm, a 4C
durante 15 minutos y se recogid el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendié en 4 ml de
buffer Tris (10 mM, pH 9) para realizar 2 ciclos mas de sonicacién. Una vez culminados los 3 ciclos de
sonicacién, se juntaron todos los sobrenadantes. Luego, se sembraron 3,5 ml de cada sobrenadante
sobre 10 ml de un colchdn de sacarosa 45% previamente sembrado en tubos de ultracentrifuga
(Beckman Coulter). Luego de sellar los tubos, se ultracentrifugaron a 30.000 rpm, a 42C durante 1
hora. Finalizado esto, se retird la sacarosa, los pellets de cada uno de los virus se resuspendieron en 2

ml de buffer Tris (10 mM, pH 9), se alicuotaron y guardaron a -802C hasta su titulacion y/o utilizacién.

2.1.4 Titulacion por immunostaining.

La titulacion de los stocks virales se realizd por immunostaining [116]. Para esto, células BHK-21
fueron infectadas como se describié anteriormente (ver seccion 2.1.1 de Materiales y Métodos
“Infeccidn de células”) en placas de 6 pocillos, con diferentes diluciones, seriadas al décimo. A las 48
horas se lavaron y fijaron con una solucidon de metanol: acetona (1:1). Luego de un lavado con PBS se
incubaron con un anticuerpo policlonal hecho en conejo, que reconoce las proteinas B5 y A33 de
Vaccinia (US Biological) a una dilucién 1:1000 en PBS 3% SFB (1,5 horas a temperatura ambiente).

Luego de 3 lavados con PBS, se incubd con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a
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peroxidasa hecho en cabra (Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:1000 en PBS 3% SFB, 1,5 horas a
temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS se revelaron los puntos con una solucién 0,85
pg/ml de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich) conteniendo 0,03% de
H,0, y 0,03% de sulfato de niquel. Los focos de infeccidn se evidenciaron por un precipitado color
negro sobre la monocapa celular. Se contaron las unidades infecciosas por pocillo que equivalen a las
unidades formadoras de placas (UFP) y se calculd la cantidad por ml. El cdlculo del titulo se realizd

con la siguiente férmula:

Numero promedio de placas de lisis x factor de dilucién

UFP/ml=

Volumen de infeccion
Siendo el volumen de infeccién 0,4 ml y el factor de dilucién (10, 100,1000...) segun la dilucién en la

cual se contaron las placas. En la figura 14 se muestra una foto de una titulacidn por esta técnica.

Dilucion de virus

106 107 108

[Saturado] [Diluido]

Figura 14. Imagen representativa de una titulacion viral por immunostaining. En la figura se muestra un
ejemplo de una titulacién de MVA donde células BHK-21 fueron infectadas con diluciones de virus de 1x10°,
1x107 y 1x10°.
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3. CARACTERIZACION IN VITRO

3.1 Evaluacion de la cinética de crecimiento de los vectores MVAwt y MVA delecionados

Cultivos de células BHK-21 crecidos en placas de 6 pocillos (70-80% de confluencia) fueron
infectados, en ensayos independientes, con MVAwt o los MVA delecionados a una MOI = 0,01. Luego
de 60 minutos de adsorcion a 372C, se removié el inéculo de las placas y se agregé DMEMc
suplementado con 2% SFB (Natocor), para permitir el mantenimiento de las células. Las placas fueron
incubadas a 372C en presencia de una atmdsfera de 5% de CO2y a distintos tiempos post-infeccion
(0, 24, 48 y 72 horas post-infeccidn, hpi) se obtuvieron las fracciones intra y extracelular de cada uno
de los virus. La fraccion extracelular se obtuvo por centrifugacidon a 2000 rpm durante 20 minutos del
sobrenadante de cultivo de las células infectadas, mientras que las células que quedaron adheridas
en la placa fueron cosechadas en 1 ml de DMEMc y constituyeron la fraccion intracelular (esta
fraccién se sometid a tres ciclos de congelado/descongelado a -702C para liberar las particulas virales
intracelulares). Las fracciones intracelular y extracelular fueron tituladas en células BHK-21 por

immunostaining. Cada tiempo se evalud por duplicado.

3.2 Ensayos de actividad bioldgica

3.2.1 Ensayo funcional de IL-18 bp

Para evaluar el efecto de la ausencia de la proteina C12 (andloga a la IL-18bp) en estos nuevos
vectores delecionados, se realizé el ensayo descripto previamente por Falivene y colaboradores [90,
91] con algunas diferencias. Brevemente, monocapas de BHK-21 cultivadas en placas de 6 pocillos,
fueron infectadas con los distintos MVAs a una MOI = 10. A las 24 hpi, se recogieron los
sobrenadantes correspondientes y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a 4¢9C

descartandose el pellet. Por ultimo, se removieron las particulas virales por centrifugaciéon a 17000
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rpm durante 1,5 horas a 42C, y posterior pasaje a través de un filtro de 0,22 um. Los sobrenadantes

de BHK-21 clarificados se guardaron a -202C hasta su utilizacién.

Para evaluar la inhibicién de IL-18 mediada por la IL-18bp de MVA, la IL-18 murina fue pre-incubada
durante 1 hora a temperatura ambiente con los sobrenadantes clarificados equivalentes a 10° células
BHK-21 infectadas. Esto permite que la IL-18 bp presente, o no (dependiendo del vector utilizado), en

los sobrenadantes provenientes de células infectadas, pueda unirse y “secuestrar” a la IL-18r.

e
XY
MVAwWt ®
@ I"‘ MVAAALAL-AQ6R *
_» "~ MVAAC12L/AA4L-A46R O Recoleccion y

= clarificacion de i6n
MOl = 10 = [i] N e -~ MVAwt Incubacié
w | con IL-18r

'..".’ \ /

24 hs W T—“i- { MVAAA44L-A46R *

(WA VAAC12U/AAGATAG6R 4
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I 37°C, 5% CO.
Esplenocitos A

naive l

Recoleccién sobrenadante de esplenocitos

BHK-21

1 hora
T° ambiente

Cuantificacion de IFN-y por ELISA

Figura 15. Ensayo biolégico para C12L. Esquema representativo del protocolo empleado para evaluar la
actividad bioldgica de la proteina C12 o IL-18bp. Por un lado, células BHK-21 fueron infectadas con los distintos
MVAs a una MOI = 10. Luego de 24 horas, se recolectaron los sobrenadantes y se clarificaron, y estos fueron
incubados con IL-18r murina. Por otro lado, esplenocitos de ratones naive fueron estimulados con
Concanavalina A (ConA) sola, o en combinacién con IL-18r (preincubada con los sobrenadantes de células
infectadas). Luego de 24 horas, se tom¢ el sobrenadante y se cuantific el IFN-y por ELISA.

Conjuntamente, se obtuvieron esplenocitos de ratones C57BI/6 naive que se cultivaron en medio
RPMIc 10% SFB y se estimularon con Concanavalina A (0,2 pg/ml) sola o en combinacién con IL-18

murina recombinante (10 ng/ml, Invitrogen), previamente pre-incubada con los sobrenadantes de

61



MATERIALES Y METODOS

células infectadas, durante 24 horas a 372C 5% CO,. Como se detalld en la Introduccién, cuando la IL-
18 se une a su receptor, induce la produccién de IFN-y. En el caso que la IL-18 haya sido inhibida por
la proteina C12, la produccién de este mediador se vera disminuida. El IFN-y producido se cuantifico
mediante un kit de ELISA, siguiendo las especificaciones del fabricante (Mouse IFN-y Elisa Set OptEIA,

BD BioSciences). En la figura 15 se muestra un esquema representativo del protocolo empleado.

3.2.2 Actividad de la enzima 3p-HSD

Para la determinacién de la actividad de la enzima codificada por el gen A44L (3B3-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa) se siguid el protocolo descripto por Moore & Smith, con algunas diferencias [110].
Este ensayo se realizé en colaboracién con el grupo de la Dra. Andrea Bruttomesso, de la Unidad de
Microanalisis y Métodos Fisicos Aplicados a Quimica Organica (UMYMFOR), perteneciente al

Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Brevemente, células BSC-40 fueron infectadas con los distintos MVA a una MOI = 10. Dieciocho horas
mas tarde, las células fueron lavadas con PBS y se incubaron por 1 hora a 372C en agitacién con
Buffer A (HEPES 100 mM, Glucosa 170 mM, Sacarosa 80 mM, BSA 250 mg/ml) [110], 0,66 mM [3-
Nicotinamida Adenina dinucleétido (NAD, Sigma) y 4 mM 5-pregnen-3p-ol-20-ona (Sigma).
Seguidamente, las células fueron permeabilizadas con saponina 1% (diluida al 50% en etanol) por 1
hora a 379C, la reaccidn se detuvo por el agregado de HCl 1,2N y cada uno de los pocillos se
centrifugd a 2000 rpm por 5 min. Una vez realizado este proceso, se tomaron los sobrenadantes y se
agreg6 a cada uno de ellos una cantidad conocida (0,1 nmoles) de acetato de 5-pregnen-16-metilen-
3B,17-diol-20-ona (control interno). Este control interno se utiliza para chequear la eficiencia del
proceso de extraccion. Dado que se agrega luego del tratamiento con HCI, las células ya no estan
metabdlicamente activas, y no pueden metabolizar este sustrato, por lo cual se considera que la

cantidad obtenida luego de la extraccidn, es un indicativo de qué tan eficiente logré ser el proceso.
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Finalmente, luego del agregado del control interno, se realizé una extraccién de esteroides con
acetato de etilo. Para ello, a los sobrenadantes se les agregd 500 pl de acetato de etilo y se vortexed
vigorosamente durante 30 segundos. Se dejo reposar hasta que ambas fases se separaran, y se tomé
la fase organica. Se repitid el proceso dos veces sobre la fase acuosa remanente, y posteriormente se

juntaron las tres fases organicas obtenidas.

Seguidamente, se agregaron 150 mg de NaSO, por cada 1,5 ml de fraccidon organica obtenida para
deshidratar la muestra, y se realizaron dos lavados con acetato de etilo. Posteriormente, el solvente
fue evaporado. Los esteroides obtenidos fueron redisueltos en 1,5 ml de metanol, filtrados con filtros
de HPLC, y evaporados en speedvac. Finalmente, las muestras liofilizadas, fueron enviadas a la ciudad
de Rosario, al Servicios de Espectrometria de Masas InMet S.A. y fueron cuantificadas mediante
cromatografia liquida en combinacidon con espectrometria de masas (LC-MS/MS, por sus siglas en

inglés, liquid chromatography—mass spectrometry).

En la figura 16 se muestra un esquema resumido del protocolo utilizado. La principal diferencia con
respecto al protocolo de Moore & Smith radica en el método de deteccidn de la progesterona como
producto final, ya que ellos se valieron de la cuantificacion de progesterona marcada
radiactivamente, el cual se sabe que es un método extremadamente sensible. En nuestro caso, al no
utilizar marcas radiactivas, los niveles de sustrato utilizados finalmente resultaron mayores a los
descriptos por estos autores, y se debid realizar una puesta a punto de la técnica para determinar la
mejor condicidn del ensayo. Se ensayaron tres condiciones distintas de sustrato: 0,04; 0,4y 4 mM, en
cultivos sin infectar y en cultivos infectados con MVAwt, de manera de probar la mayor diferencia
posible entre las dos condiciones, ya que el cultivo sin infectar no tendria la enzima A44 mientras que
el cultivo infectado con MVAwt tendria la enzima aportada por el vector. Tanto en el caso de 0,4 mM
de sustrato como 4 mM, se vio una diferencia entre el cultivo sin infectar y el infectado con MVAwt
en cuanto a la produccién de progesterona. Sin embargo, se opté por esta ultima condicidn, ya que la

eficiencia de extraccidon fue mayor y eso se trasladd a su vez, en que los niveles de esteroides
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obtenidos también fueran mayores y de esta manera quedaran dentro de los pardmetros confiables

brindados por las curvas de calibracién realizadas por el INMET.

MVAwt @

c%@ ; MVAAAJ4L-A46R . .
& Medio de reaccion:
= / MVAAC12L/AA44L-A46R O

Buffer A + Pregnenolona

Sy

1 hora, 37°C

BSC-40 Permeabilizar, detener reaccion (HC)
Centrifugar y tomar sobrenadante
@ o .
%j\ff Control interno:

acetato de 5-pregnen-16-metilen-
3B,17-diol-20-ona

Extraccion de esteroides J’ 2
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LC-MS/MS i

Figura 16. Ensayo bioldgico para A44L. Esquema general del protocolo realizado para evaluar la actividad
bioldgica del producto del gen A44L. Células BSC-40 fueron infectadas con los distintos MVAs a una MOI = 10.
Luego de 24 horas, las células fueron lavadas y se incubaron por 1 hora a 372C en presencia de pregnenolona,
sustrato de la enzima 3B-HSD. Transcurrido el tiempo de reaccién, se permeabilizaron las células, se detuvo la
reaccion, y se tomé el sobrenadante, al cual se le agregé una cantidad conocida de esteroide metilado (control
interno). Posteriormente se extrajeron los esteroides y se cuantificé la progesterona producida por
Cromatografia Liquida en combinacidn con Espectrometria de Masas (LC-MS/MS).

3.2.3 Infeccion de THP-1 y cuantificacion de citoquinas producidas

Las células THP-1 fueron diferenciadas a macrdfagos adherentes como se explicé anteriormente (ver
seccion 1.1 de Materiales y Métodos “Lineas celulares”), y se infectaron con los distintos MVA a una
MOI = 5. Como control negativo, se utilizaron células sin infectar (mock). A distintos tiempos post-
infeccidn, se colectaron los sobrenadantes, los cuales fueron centrifugados para eliminar cualquier

resto celular, y se guardaron a -802C hasta su utilizacién. Se cuantificaron las citoquinas IL-1, TNF-a,
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IL-6, IL-8 e IL-12 mediante kits comerciales de ELISA (Human IL-15, IL-6, IL8 ELISA Max Deluxe,

BiolLegend; Human IL-12, TNF OptEIA ELISA Kit, BD) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

4. INMUNIZACIONES Y MANEJO DE ANIMALES

4.1 Ratones y manejo de animales

Ratones hembra C57BI/6 (H-2°), libres de patégenos especificos de 6 a 8 semanas de edad fueron
provistos por la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de La Plata, Buenos Aires. Los
animales, fueron mantenidos en el bioterio del departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Buenos Aires. Todos los experimentos fueron llevados a cabo
siguiendo las normas de buenas prdacticas del manejo de animales de laboratorio del Instituto de
Investigaciones de Animales de Laboratorio, Consejo Nacional de Investigaciones de Estados Unidos
(Institute of Laboratory Animal Research, Commission on Life Sciences, National Research Council). El
protocolo fue aprobado por el comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de

Medicina, Universidad de Buenos Aires (NUmero de permiso: 508/2009).

4.2 Inmunizaciones

4.2.1 Inmunizacion Intramuscular

Los vectores vacunales fueron diluidos en PBS estéril de manera que cada dosis tenga un volumen
final de 100 ul. Debido a que la practica no es invasiva, los ratones no fueron anestesiados. Los
vectores fueron inoculados en las patas traseras, inyectando 50 pl en el musculo aductor de cada
pata, impactando en los ganglios inguinales, cercanos al sitio de inoculacidén. Esta ruta de inoculacién

es la via utilizada mas frecuentemente para administrar vectores poxvirales en ensayos clinicos, y se
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prefiere antes que las vias subcutanea o intradérmica ya que minimiza las reacciones adversas

asociadas a la inyeccién [117].

4.2.2 Inoculacidn intravenosa por el seno retro-orbital

Los ratones fueron pesados previamente a la inyeccidén de la anestesia por ruta intraperitoneal que
consistié en una mezcla de xilacina/ketamina (100 mg de ketamina y 10 mg de xilacina/kg ratén).
Una vez anestesiados, se ubicaron a los ratones boca abajo y se procedié con la inoculacion por ruta
intravenosa, ingresando por el seno retro-orbital, con una jeringa de tuberculina y una aguja de

calibre 27G. El volumen maximo a inocular es de 100 pl por ojo (200 pl en total).

4.3 Esquema de Inmunizacion

Los animales fueron inmunizados por las vias indicadas previamente (segun correspondiera) y se
sacrificaron a los 7 dias post-inmunizacidn (dpi), en el caso de analizar la respuesta aguda adaptativa

o a los 45 dias, en caso de estudiar la respuesta adaptativa de memoria.

En los ensayos en los que se evalud la respuesta inmune innata, los animales fueron inoculados y

sacrificados a tiempos cortos post-inmunizacion, tal como se indica en los experimentos pertinentes.

4.4 Toma de muestras

Siete o 45 dias luego de la inmunizacion, se procedié a la toma de muestras. Para ello, previamente
se anestesié a los animales con una mezcla de xilacina/ketamina (inyeccion intraperitoneal de 100

mg de ketamina y 10 mg de xilacina/kg ratén).
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Primero se obtuvo la muestra de sangre por puncion cardiaca y, luego del sacrificio por dislocacion

cervical, se extrajeron los ganglios inguinales y el bazo.

4.4.1. Suero

La sangre de cada uno de los ratones en forma individual se mantuvo durante 4 horas a temperatura
ambiente para permitir la formacién del codgulo. Luego de esto, se dejo a 42C toda la noche. A
continuacién, se separd el suero y se centrifugd durante 10 minutos a 4000 rpm para eliminar la

presencia de eritrocitos. Las muestras de suero de los ratones individuales fueron guardadas a -202C.

4.4.2. Bazos: Obtencion de esplenocitos

Se aislaron los esplenocitos en condiciones estériles usando tamices descartables (cell strainers, BD).
Se lisaron los glébulos rojos con una solucién de NH,Cl 0,1 M en agua destilada, utilizando 4 ml por
bazo, durante 4 minutos en hielo. Luego de 2 lavados con medio RPMI-1640 conteniendo 100 U/ml
penicilina y 100 pg/ml estreptomicina (Gibco BRL), 2 mM L-glutamina (Gibco BRL), 0,01M HEPES
(Gibco) y 0,055 mM B-Mercaptoetanol (Gibco) (RPMic), con 5% SFB (Natocor) (RPMIc 5% SFB), las
células fueron resuspendidas en RPMIc con 10% de SFB (RPMlic 10% SFB) y se contaron en una
camara de Neubauer con el colorante de exclusidn vital azul de tripan. El rendimiento obtenido fue

entre 60 y 70 millones de células por ratén.

4.4.3 Ganglios inguinales: Obtencion de linfocitos

Los linfocitos de ganglios inguinales fueron aislados en condiciones estériles utilizando tamices

descartables (cell strainers, BD). Luego de 2 lavados con medio RPMIc 5% SFB se resuspendieron las
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células en RPMIc 10% SFB y se procedié a contar las células en una cdmara de Neubauer con azul de

tripdn. El rendimiento obtenido fue entre 2,5y 7,5 millones de células por ratén.

5. TECNICAS INMUNOLOGICAS

5.1 Estimulos para evaluar respuesta inmune

5.1.1 Péptidos

Se utilizaron los péptidos de Vaccinia previamente caracterizados como especificos de respuesta T-
CD8" (Péptido BSR) [118] y CD4" especificos (E9L, H3L y L4R) [119]. El péptido B8R (TSYKFESV), es
parte del gen de expresion temprana B8R que codifica para una proteina tipo receptor de IFN-y
involucrada en la modulacién de la respuesta antiviral. El péptido E9L (PSVFINPISHTSYCY)
corresponde al gen del mismo nombre, es de expresidén temprana y codifica para la ADN polimerasa.
El péptido H3L (PGVMYAFTTPLISFF) pertenece al gen H3L de expresién tardia que codifica para una
proteina de unién superficial a heparina del IMV, y L4R (ISKYAGINILNVYSP) pertenece al gen del
mismo nombre, de expresion tardia y que codifica para una proteina de ensamblado del core viral y
la transcripcién [119]. Los péptidos (8 a 15 aminoacidos) fueron sintetizados por la empresa JPT
Peptide Technologies (Berlin, Alemania). Los péptidos liofilizados fueron resuspendidos en DMSO a

2,5 ug/ul y conservados a -202C hasta su uso.

5.1.2 Virus Vaccinia inactivado

Se inactivaron 500 pl de virus de la cepa Western Reserve (WR) mediante tratamiento con luz UV, en
una placa de 60 mm (p60), por 15 min con agitacidon constante y a una distancia de 30 cm de la
[dmpara. Para determinar si la inactivacién resultd efectiva, se infectaron células BSC-40 y se realizé

una tincion por cristal violeta. Como control positivo se utilizé un virus WR sin inactivar.
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Luego de determinar la ausencia de particulas virales infectivas, se cuantificé la cantidad de virus
Vaccinia inactivado mediante absorbancia a 260 nmm y se determind la concentracién teniendo en
cuenta las siguientes relaciones: 10D,g= 1.2x10" particulas/ml y 5x10°® particulas/ml = 1 ug

proteina/ml [120].

5.2 Andlisis de la respuesta inmune celular

5.2.1 ELISPOT: Cuantificacion de células T especificas secretoras de IFN-y o IL-2

El ensayo de ELISPOT fue realizado con linfocitos aislados en fresco y cultivados en RPMIc 10% SFB
como fue descripto previamente [121]. Brevemente, placas de 96 pocillos con fondo de nitrocelulosa
(MultiScreen IP plates, Millipore, USA) se incubaron con el anticuerpo de captura anti-IFN-y o anti-IL-
2 de ratén diluido en PBS, como indica el fabricante (BD ELISPOT mouse IFN-y ELISPOT pair y BD
ELISPOT mouse IL-2 ELISPOT pair, respectivamente), toda la noche a 42C. Las células fueron
sembradas en los pocillos por duplicado o triplicado, entre 0,125 x 10° a 1 x 10° células por pocillo,
junto con los péptidos de Vaccinia a una concentracién final de 2 pg/ml para cada péptido en RPMlIc
10% SFB. Como control negativo se utilizé RPMIc 10% SFB con el agregado de 0,08% de DMSO para
suplir la proporcién aportada por los péptidos (diluyente de las soluciones stock de los péptidos).
Como control positivo se uso el estimulo inespecifico ConA en una concentracion de 1 pg/ml (Sigma-

Aldrich).

Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 372C en una atmédsfera de 5% CO, y luego se lavaron
2 veces con agua tridestilada dejando de 3 a 5 minutos cada lavado, seguidos por 3 lavados con PBS
con 0,05 % de Tween-20 (PBS-T). Posteriormente se incubaron las placas durante 16 horas a 42C con
el anticuerpo de deteccidén conjugado a biotina (BD ELISPOT mouse IFN-y o IL-2 ELISPOT pair, segun
correspondiera) diluido en PBS 10% SFB. Al dia siguiente se lavé e incubd la placa durante 1 hora con

estreptavidina conjugada a peroxidasa (HRP, BD) diluida 1/800 en PBS 10% SFB. Luego de 6 lavados,
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4 con PBS-T y 2 con PBS, se revelaron los puntos (spots) con una solucidon de 1 mg/ml del sustrato
DAB (Sigma-Aldrich) conteniendo 0,03% de H,0,. La reaccién se detuvo por lavados con agua. Se
adquirio la imagen de cada pocillo con un lector de placas de ELISPOT (Cellular Technology Ltd.)
mediante el programa InmunoSpot Acquisition. El andlisis de los datos se realizd con el programa
ImmunoSpot (Cellular Technology Ltd.). Los resultados se expresan como células secretoras de IFN-y
0 IL-2 por millén de células (CS IFN-y o IL-2/10° células). Se restaron los valores de los controles
negativos. Se considerd una respuesta positiva cuando el valor promedio con el estimulo especifico
superaba al obtenido en el control negativo + 3 veces el desvio estandar. En la figura 17 se ve una

foto representativa de un ensayo de ELISPOT.

Células
[ ] CONTROL CONTROL
— POSITIVO NEGATIVO

ConA RPMI

[Peptudo]

Figura 17. Imagen representativa de un ELISPOT para IFN-y. Esplenocitos de raton fueron sembrados en
diluciones crecientes y estimulados con una concentracion constante de péptido de VACV. Se indican ademas
los pocillos para los controles positivo (estimulado con Concanavalina A) y negativo (estimulado con RPMI).

5.2.2 Cuantificacion de la produccidn de citoquinas

Las células de ratén (células de bazo o de ganglio inguinales) fueron estimuladas en RPMIc 10% SFB
en placa de 96 pocillos fondo en U por triplicado (10° células/pocillo) con los péptidos de Vaccinia (2
ug/ml). Para los controles positivos y negativos, se utilizaron células estimuladas con ConA (1 pg/ml),
y medio RPMlIc con el porcentaje de DMSO equivalente, respectivamente. Luego de 72 horas de
incubacién a 372C en 5% CO,, se centrifugaron las placas y se recolecatron los sobrenadantes de los

cultivos, los cuales fueron guardados a -802C.
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La cuantificacién de citoquinas (IL-2, IFN-y, TNF-a) en los sobrenadantes de células se realizd
mediante ELISA (Mouse IL-2 ELISA Set, Mouse IFN-y ELISA Set, Mouse TNF-a ELISA Set, BD
Biosciences) o mediante el kit de CBA (Cytometric Bead Array, BD) segun se indique. El kit de CBA
(Figura 18) cuantifica citoquinas de ratén pertenecientes a un perfil Thl o Th2 (IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4
e IL-5) mediante citometria de flujo, utilizando perlas o beads que identifican cada una de las
citoquinas como una poblacién determinada. El producto fue utilizado siguiendo las indicaciones del
fabricante. La adquisicion de datos se realizd en el citometro de flujo (FACS Canto, BD). Para ambas
técnicas, se considerd una respuesta positiva cuando la cantidad de citoquina cuantificada superaba

el valor promedio encontrado en el control negativo de cada grupo mas 3 veces el desvio estandar.
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Figura 18. Cuantificacion de citoquinas por CBA kit. Se cuantificaron las citoquinas IL-2 (a), IL-4 (b), IL-5 (c), IFN-
v (d) y TNF-a (e), la identidad de las citoquinas se define por su intensidad de fluorescencia en el canal de APC
(FL3), y la intensidad de fluorescencia en PE (FL2) es proporcional a la cantidad de citoquina. Se realiza una
curva estandar que cubre un rango de 0 a 5000 pg/ml. En el panel derecho se muestra un ejemplo de una

muestra cuantificada por este método.

5.2.3 Ensayo simultaneo de marcacion intracelular de citoquinas y actividad citotdxica

Células de ratdn provenientes de bazo fueron estimuladas con el péptido B8R o con VACV inactivado
en una concentracion de 4 ug/mly 2,5 pg/ml respectivamente, durante 5 horas en una placa de 96
pocillos fondo en U (10° células/pocillo) a 372C en 5% de CO, en presencia del anticuerpo co-
estimulatorio anti-CD28 (1 mg/ml; BD Pharmingen), los inhibidores del trafico intravesicular

brefeldina A (1 pl/ml, GolgiPlug, BD) y monensina (0,7 ul/ml, GolgiStop, BD) y ademas, con los
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anticuerpos monoclonales anti-CD107a y anti-CD107b, ambos conjugados a FITC (CD107a/b-FITC; BD
Pharmingen), fueron agregados en los experimentos indicados. Los controles negativos y positivos,
consistieron en células estimuladas con RPMIc + 0,08% DMSO, o PMA/ionomicina (10 ng/ml PMA +
250 ng/ml ionomicina, Sigma-Aldrich) respectivamente. Luego, las células fueron lavadas e incubadas
durante 30 minutos a 42C con los anticuerpos de superficie: CD3-APC y CD8-PerCP (BD Pharmingen)y
con un colorante para distinguir las células vivas y muertas (Live/Dead Fixable Dead Cell Stain Kit,
Invitrogen). Posteriormente, las células fueron permeabilizadas y fijadas usando el kit de

fijacién/permeabilizacion (Cytofix/Cytoperm, BD).

Para la tincidn intracelular se utilizé el anticuerpo anti-IFN-y-PE (BD, Pharmingen) incubando durante
30 minutos a 42C en oscuridad. Finalmente, las células fueron lavadas 2 veces con PBS, y mantenidas

a 42C hasta la adquisicion de datos en el citdmetro de flujo (FACSCanto, BD).

El andlisis de los datos fue realizado con el programa BD FACSDiva 3.0. El ajuste de los valores de
voltaje del instrumento y la compensacion de fluorescencia fueron realizados cada vez que se
realizaba un experimento, utilizando células sin marcar y con marcas simples de superficie. A su vez,
los controles de isotipo correspondientes fueron incluidos en cada experimento. En la figura 19 se

muestra la estrategia de gating general utilizada.

5.2.4 Evaluacidn de proliferacion celular especifica mediante tincién con CFSE

Se siguidé la metodologia descripta anteriormente por Quaj y colaboradores [122]. Esplenocitos de
cada grupo de ratones fueron resuspendidos en PBS con 1% de SFB a una concentracién final de 40 x
10° células/ml. Las células fueron tefidas con 1,25 UM de carboxifluoresceina succinimidil éster
(CFSE) (Invitrogen, USA) a 372C durante 8 minutos. La reaccién fue detenida con el agregado de SFB,

en un volumen equivalente al volumen en el que se encontraban las células con el CFSE.
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Posteriormente, las células fueron lavadas con RPMic y se resuspendieron en RPMIc 10% SFB a una
densidad de 5 x 10%/ml. Los esplenocitos ya tefiidos con la sonda, se cultivaron en una placa de 12
pocillos (107 células por pocillo) durante 4 dias a 372C en una atmdsfera de 5% de CO, y estimuladas
con 4 pg/ml de péptido o 2,5 pug/ml de VACV inactivado, o en ausencia de estimulo (RPMlic 10%,
control negativo). Células estimuladas con ConA fueron utilizadas como control positivo. Luego de los
4 dias de estimulacidn, los linfocitos fueron recogidos de la placa, contados y lavados con RPMIc para
posteriormente marcarlos con anticuerpos de superficie (CD3-APC y CD8-PerCP o CD4-PerCP). Las

células viables fueron identificadas con el colorante Live/Dead.

Las células fueron adquiridas en el citdmetro de flujo (FACSCanto, BD), y se analizaron los datos con
el software BD FACS Diva 3.0. el porcentaje de células que proliferaron se calculd en base a aquellos

esplenocitos que presentaban una baja marca de CFSE (Figura 19).

5.2.5 Caracterizacidon de las poblaciones celulares T de memoria

Las células previamente marcadas con CFSE, luego de 4 dias de estimulacién (ver seccion 5.2.4 de
Materiales y Métodos) fueron recogidas de la placa, contadas y lavadas con RPMIc. Como se explicé
en la seccién anterior, se separaron 10° células para marcar con anticuerpos de superficie anti-CD3-
APC, CD8-PerCP o CD4-PerCP; pero ademas se evaluaron marcadores de memoria, para lo cual se
marcaron ademds con: CD44-PE-Cy7 y CD62L-APC (BD, Pharmingen). Conjuntamente, se agrego el
marcador de viabilidad Live/Dead (Figura 19). Las células fueron incubadas con los anticuerpos
durante 30 minutos a 42C. Finalmente, se lavaron con PBS y se mantuvieron a 42C hasta la
adquisicion de datos en el citémetro de flujo (FACS Canto, BD). El andlisis de los datos fue realizado

con el programa BD FACSDiva 3.0.
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Figura 19. Estrategia de gating general. (Leyenda en la siguiente pagina)
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Figura 19. Estrategia de gating general. Se esquematiza de manera representativa la estrategia de gating
utilizada. En primera medida se seleccionan por FSC y SSC los linfocitos, luego se eliminan los dobletes, y
posteriormente se seleccionan las células vivas por tincion con Live/Dead. Luego se escogen los linfocitos T-
CD4" o CD8" (seglin el anticuerpo que se haya utilizado). Tanto en CD4* como CD8" se determina la poblacién
de memoria (con los marcadores CD44 y CD62L) y la proliferacion (marcacién con CFSE). Solo en la poblacién
CDS8" se realiza la marcacién para IFN-y y CD107. Posteriormente, utilizando la herramienta “Intersection” que
brinda el software se obtienen las células CD107+IFN-y+, como también el analisis de las subpoblaciones de
memoria dentro de las células bifuncionales, y dentro de las células que proliferaron. (Figura en la pagina
anterior).

5.3 Cuantificacidon de inmunoglobulinas en suero

La presencia de anticuerpos especificos contra VACV en suero se determind mediante ELISA tal como
se describid en el trabajo de Ramirez y colaboradores [123]. Para ello, placas de ELISA de 96 pocillos
(ELISA Plates Microlon High Binding, GREINER) se incubaron con VACV inactivado a una
concentracion final de 5 pg/ml, en buffer carbonato pH= 9,5 a 49C durante toda la noche, para
permitir el pegado de los antigenos a las placas. Posteriormente, se lavaron los pocillos con PBS mas
0,05% de Tween (PBS-T), y se realizd un bloqueo por 1 hora a 372C con PBS mds 10% de SFB
(Solucion de bloqueo). Transcurrido este tiempo, se lavaron nuevamente los pocillos, se agregaron
los sueros provenientes de los ratones, diluidos en soluciéon de bloqueo y se incubaron las placas a
379C por 2 horas. Seguidamente se lavaron los pocillos (3 veces) y se agregd el anticuerpo de
deteccidn correspondiente diluido en soluciéon de bloqueo (1/4000): anti IgG de ratdn (Jackson
Immuno Research, Baltimore), anti 1gG1 y anti IgG2a (Santa Cruz Biotechnology, Dallas), todos
hechos en cabra y conjugados a la enzima peroxidasa. Se realizé una incubacién a 372C por 1 hora, se
lavaron 3 veces los pocillos y se agregd el sustrato TMB de la enzima peroxidasa por 5 minutos
(Sigma-Aldrich). La reaccion se detuvo por el agregado de H,S0,4 2N, y se midid la absorbancia a 450

nm en un lector de placas de ELISA (Labsystems, Chicago, Illinois).
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5.4 Evaluacion de citotoxicidad

5.4.1 In vivo

El ensayo de citotoxidad in vivo fue realizado como previamente se describid en el trabajo de Maeto
y colaboradores [124], con algunas modificaciones. Por un lado, grupos de 4 ratones hembra SPF de
la cepa C57BI/6 fueron inoculados con el virus MVAwt, MVAAC12L/AA441-A46R o sin infectar (grupo
naive). A los 7 dias post-inoculaciéon, una mezcla de esplenocitos de ratones naive fueron
resuspendidos a una concentracion de 40x10° células/ml en PBS 1% SFB. Luego fueron divididos en
dos poblaciones (de igual cantidad de células) que se tifieron con dos concentraciones finales
diferentes de CFSE (Invitrogen, USA): 1 uM (CFSE,.j,) y 8 UM (CFSE, ). La marcacidn se realizé a 37°C
durante 8 minutos en oscuridad y fue detenida con igual volumen de SFB. Luego de lavar con RPMIc
10% SFB, las células CFSE,;, fueron pulsadas con el péptido B8R en una concentracién final de 5
pg/ml durante 30 minutos a 372C. Posteriormente se realizaron 3 lavados, se juntaron las células de
cada poblacion: CFSE,jo Y CFSEapo, ¥ 20x10° células fueron inyectadas por ruta intravenosa en el seno
retro-orbital en los diferentes grupos de ratones: naive, MVAwt y MVAAC12L/AA44L-A46R (ver
seccion 4.2.2 de Materiales y Métodos “Inoculaciéon intravenosa por el seno retro-orbital”) . A las 16
horas luego de la inyeccidn, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron los bazos, los cuales
fueron procesados para obtener los esplenocitos (tal como se describié en la seccion 4.4.2 de
Materiales y Métodos “Bazos: obtencion de esplenocitos”) y se analizaron por citometria de flujo de

forma individual. El porcentaje de citotoxicidad in vivo fue calculado de la siguiente manera:

Relacion naive
% citotoxicidad = 100 x [ 1- ( ) ]
Relacion Inmune

donde la relacién = porcentaje CFSEysjo/ CFSE.ito.
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5.4.2 In vitro

El ensayo de citotoxicidad in vitro fue realizado acorde al protocolo descripto por Nakagawa vy

colaboradores, con algunas modificaciones [125].

Grupos de 3 ratones hembra SPF de la cepa C57BI/6 de 6-8 semanas fueron inoculados por via
intramuscular con 2x10’UFP de MVAwt o MVAAC12L/AA44L-A46R, a los 7 dpi fueron sacrificados y se
les extrajeron los bazos, los cuales fueron procesados por métodos de rutina, como se explico
anteriormente (ver seccion 4.4.2 de Materiales y Métodos). Los esplenocitos provenientes de estos

grupos constituyeron la poblacién de células “efectoras”.

Por otro lado, esplenocitos de ratones naive de la misma cepa (poblacidn de células blanco), fueron
resuspendidos a una concentracion de 4x10’ células/ml en PBS 1% SFB y posteriormente se
separaron en dos poblaciones para marcar con diferentes concentraciones de CFSE (Invitrogen): 1
UM (CFSEp,j0) ¥ 8 UM (CFSE,y,). La marcacion se realizé a 372C durante 8 minutos en oscuridad y fue
detenida con igual volumen de SFB. Luego de lavar con RPMIc 10% SFB, las células CFSE,;, fueron
pulsadas con el péptido B8R en una concentracion final de 5 pug/ml durante 30 minutos a 372C. Luego
de realizar 3 lavados con RPMc, las células de cada poblacién (CFSE,,j, y CFSE.i) se resuspendieron a

una concentracion final de 5x10° células/ml.

Seguidamente, se co-incubaron las células blanco (CFSE,,;, 0 CFSE., por separado) con las células
efectoras por 4 h a 372C, abarcando un amplio rango de relacidn células efectoras: células blanco. La
cantidad de células target permanecio fija (5x10* células/pocillo), mientras que la cantidad de células
efectoras varié desde 2,5x10" células/pocillo a 5x10° células/pocillo. De esta manera las relaciones de

células efectoras: blanco ensayadas fueron: 0,5:1; 1:1; 2:1; 4:1 y 10:1.

Una vez transcurridas las 4 horas, se agruparon las células CFSE,, y CFSE,,j, correspondientes a cada
relacion ensayada, se realizd un lavado con PBS y se adquirieron las células en el citdmetro

FACSCanto (BD, Biosciences).
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El porcentaje de citotoxicidad se calculd de la siguiente manera:

[# células blanco pulsadas] control - [# células blanco pulsadas] citotox

% lisis =
[# células blanco pulsadas] muestra control

Donde “Control” hace referencia a células blanco incubadas en ausencia de células “efectoras”,

mientras que “Citotox”, se refiere a células blanco incubadas en presencia de células “efectoras”.

6. ANALISIS DE LA RESPUESTA INNATA

6.1 Esquema de inmunizacion y obtencion de muestras

Grupos de cuatro a seis ratones hembra SPF de la cepa C57BI/6 fueron inmunizados por via
intramuscular con 2x10” UFP de los vectores MVAwt o MVAAC12L/AA44L-A46R, inoculando 50 ul por
pata (musculo tibial) en ambas patas traseras (100 pl de indculo total). Se realizaron diferentes
experimentos en los que en su totalidad se evaluaron distintos tiempos tempranos post-
inmunizacion: 4, 6, 16, 20 horas y 30 hpi en los que se obtuvieron las muestras (ganglios inguinales y
sangre) por métodos de rutina. Para el caso de ganglios inguinales, los mismos fueron congelados
inmediatamente luego de su extraccidn en un bafio de nitrégeno liquido, o en una atmosfera
generada por la combinacién de etanol y hielo seco, y posteriormente almacenados a -802C. Esto se
realizd principalmente para preservar el ARN en el caso de aquellas muestras que se utilizarian con

este fin.

Cada uno de los tiempos fue evaluado al menos dos veces, y las muestras de ganglios obtenidas se
destinaron ya sea para cuantificacion de citoquinas o expresién de ARN mensajero (ver siguiente
seccion). En base a los resultados que se obtuvieron en estas determinaciones, y luego de un andlisis

preliminar, en algunos casos los tiempos evaluados fueron agrupados en un mismo grupo. Para los
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analisis realizados en homogenato de ganglio, se agruparon los tiempos de 4 y 6 horas; y en el caso

de los andlisis en suero, los tiempos de 4 y 6 horas, y 16 y 20 horas.

6.2 Procesamiento de muestras y cuantificacion de mediadores

6.2.1 Muestras para determinaciones proteicas

La obtencion del suero se realizd como se explicd anteriormente (ver seccion 4.4.1 de Materiales y
Métodos). Cada par de ganglios inguinales (correspondiente a cada ratén) fue procesado con un
homogeneizador (UltraTurrax, IKA) por 15 segundos, en PBS con Inhibidor de proteasas mas EDTA
(Pierce) e inmediatamente transferidos a hielo. Las muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos, para precipitar todos los restos celulares. Los sobrenadantes obtenidos fueron almacenados
a -802C hasta su utilizacién. Las citoquinas IFN-y, IL-12, IL-13, TNF-g, IL-10 e IL-6 fueron cuantificadas
por kits comerciales de ELISA (ELISA para detectar IFN-y, IL-12, IL-1, TNF-a, IL-10 e IL-6 de ratén, BD

Pharmigen).

6.2.2 Muestras para determinaciones de ARN

La extraccion de ARN se realizé utilizando TRIzol en combinacidon con un kit comercial de extraccion

de ARN (Pure Link RNA Mini Kit, Ambion), de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

El ARN obtenido, se cuantific6 por absorbancia a 260 mm (Multiskan GO microplate
Spectrophotometer, Thermo Fisher), y también se evalud la calidad mediante las mediciones a 280 y

320 qm.

Posteriormente, 5 ug de RNA total, se trataron con la desoxirribonucleasa DNAsel (Promega) para
eliminar cualquier resto de contaminacidon con ADN. Seguidamente, el ARN se retrotranscribié con la

enzima M-MLV (Promega), utilizando random primers (oligonucleétidos de secuencia al azar) de
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manera de cubrir un amplio rango de secuencias y obtener un ADN copia altamente representativo.
Finalmente, se realiz6 una PCR cuantitativa de las muestras, utilizando primers especificos para los
ARNm de IFN-B y de B-actina (gen de expresidn constitutiva o housekeeping), y SYBR Select Master
Mix (Life Technologies). El ciclo de amplificacién consistié en un paso de desnaturalizacion a 952C por
15 segundos y un paso de annealing/extensién a 602C por 1 minuto, repetido por 40 ciclos. El ciclado

se realizé en un equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Los primers utilizados fueron los siguientes (Tabla 9):

Tabla 9. Primers utilizados para amplificar el ADN copia de cada uno de los genes.

secvencia (5-3) | __Gen

IFN-B F GCACTGGGTGGAATGAGACT
IFN-B
IFN-B R AGTGGAGAGCAGTTGAGGACA
B-actin F TGTCCACCTTCCAGCAGATGT
B-actina
B-actin R AGCTCAGTAACAGTCCGCCTAGA

Se detallan las secuencias de los primers utilizados para realizar la PCR cuantitativa de IFN-B y B-actina.

Para corroborar que luego de la reaccidn se estaba obteniendo solamente un producto de PCR, y que
ademds este producto era del tamafio esperado, como también para verificar la ausencia de
contaminacion, se realizd una corrida electroforética de los amplicones obtenidos luego de la

reaccion de amplificacion.

En la figura 20 se puede ver que en los controles negativos NTC (por sus siglas en inglés Non
Template Control) donde no se agrega templado, no hay amplificacidon, demostrando la ausencia de
productos contaminantes en las reacciones. Y en las calles correspondientes a B-actina e IFN- se
visualiza solo una banda, indicando la amplificacién de solo un producto de PCR, y de los tamafios

esperados (78 y 134 pares de bases, respectivamente).
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Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado. La expresion de IFN-B fue normalizada a la
expresion de B-actina, expresada en unidades arbitrarias (U.A.) y a su vez, cada uno de los grupos fue
relativizado al grupo sin infectar o naive. El calculo de los valores relativos de expresion se realizd

mediante el Método de la Curva Standard [126].
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Figura 20. Corrida electroforética de productos de PCR cuantitativa. Se corrieron los productos de PCR en un
gel de poliacrilamida al 8% para verificar la ausencia de contaminacién, como el tamafio y singularidad de los
productos. MPM: Marcador de Peso Molecular, NTC: control negativo sin templado (NTC: Non Template
Control).

7. ANALISIS DE LOS DATOS

Los analisis estadisticos para comparar la respuesta entre grupos fueron realizados utilizando el
programa GraphPad Prism 5. Se emplearon pruebas estadisticas paramétricas (ANOVA de una o dos
vias con la correccidn de Bonferroni para realizar comparaciones multiples) y, por otro lado, pruebas
no paramétricas (Prueba de Mann-Whitney). Para todas las pruebas, se considerd una significancia

estadistica con un valor de p menor a 0,05.

81
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No tengo talentos especiales, pero si soy profundamente curioso.

- Albert Einstein
[En una carta a Carl Seelig, 1952]
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1. CARACTERIZACION IN VITRO DE LOS VECTORES MVA LUEGO DE LA DELECION DE LOS GENES

A44l, A46R Y C12L

1.1 Estudios moleculares

La remocion de los genes A44L, A46R y C12L del genoma de MVA fue confirmada en primera
instancia por PCR especifica a partir del genoma de MVA como molde, tal como se detallé en la
seccion 1.2.1 de Materiales y Métodos (“Generacion de los vectores MVA delecionados”). Para
confirmar la delecidn del gen C12L del genoma de MVA, se disefiaron primers que alinearon por
fuera de la regién del gen. Teniendo en cuenta la estrategia utilizada para la delecién, si el gen estd
presente el producto de PCR obtenido es de 1000 pares de bases, mientras que, cuando el gen se
encuentra interrumpido por el casette del gen reportero, no se obtiene producto de amplificacién
(ausencia de banda). Como se ve en el panel izquierdo de la figura 21, en las calles donde se sembré
la amplificacién a partir de MVAAC12L y MVAAC12L/AA44L-A46R no hay banda de amplificacion,
mientras que en las calles donde se sembré MVAwt y MVAAA44L-A46R, los cuales si poseen el gen

C12L, se observa la banda de aproximadamente 1000 pares de bases.

De la misma manera, para determinar la presencia del segmento A44L-A46R, se utilizd un par de
primers que alinearon uno sobre el gen A45R y otro por fuera del gen A46R. En este caso, teniendo
en cuenta que para el disefio de este vector delecionado, se reemplazé el fragmento completo por
un gen reportero, si el reemplazo resultoé exitoso, el primer forward no puede pegarse al gen A45R y
no se observa amplificacidn. Esto se puede evidenciar en el panel central de la figura 21, donde las
calles MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R no poseen banda de amplificacion, mientras que
en el MVAwt se puede ver la banda correspondiente al fragmento de amplificacién. Como control de
PCR se utilizé el gen viral HA, el cual se puede observar que esta presente en todas las muestras de

ADN utilizadas (Figura 21, panel derecho).
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Figura 21. Verificacion por PCR de la eliminacion de los genes C12L, A44L y A46R del genoma de MVA. Se
realizé una PCR a partir ADN gendmico de MVA, con primers especificos disefiados especialmente para
determinar la presencia/ausencia de los genes seleccionados. Se utilizd como control el gen de la
hemaglutinina (HA). MPM: Marcador de Peso Molecular, FEP: fibroblastos de embrion de pollo.

Luego de haber comprobado la ausencia de los genes delecionados del genoma de los diferentes
MVAs, el siguiente paso fue verificar la ausencia de la expresién de ARN mensajero (ARNm) de los
diferentes genes. Para ello, se realizé una RT-PCR a partir de ARN extraido de FEPs infectadas con el
virus parental o salvaje (MVAwt) o los delecionados (MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R).
Los primers utilizados se especifican en la seccion de Materiales y Métodos correspondiente (ver
seccion 1.2.2 “Andlisis de la expresion de ARNm de los genes C12L, A44L y A46R en los vectores

delecionados”).

La figura 22 muestra la amplificacion de los ARNm correspondientes a A44L (arriba izquierda) de 318
pares de bases y A46R (arriba derecha) de 321 pares de bases, los cuales solo estan presentes en las
células infectadas con el MVAwt. La amplificacién del ARNm de C12L (abajo izquierda) de 363 pares
de bases fue efectiva en células infectadas con el MVAwt y con el MVAAA44L-A46R, pero no aquellas

células infectadas con el MVAAC12L/AA44L-A46R. En todos los casos se utilizd, como control positivo
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de amplificacién de ARN viral, el gen de Timidina Quinasa (Thymidine Kinase, TK), presente tanto en
el MVAwt como en los vectores delecionados (Figura 22, abajo derecha), confirmando de esta
manera que la ausencia de banda se debié efectivamente a la ausencia de expresién por parte del

gen en los casos correspondientes.
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Figura 22. Verificacion por RT-PCR de la ausencia de expresion de los genes C12L, A44L y A46R. Se realizé una
RT-PCR a partir ADNc de cultivos celulares infectados con los distintos MVA. Como control se utilizé el gen de la
Timidina Quinasa (TK). MPM: Marcador de Peso Molecular, FEPs: fibroblastos de embridn de pollo.
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1.2 Estudios virolégicos

Una vez realizada la caracterizacion molecular, en la cual se corroboré que la falta de expresion a
nivel de ARNm de los genes A44L, A46R y C12L en los vectores delecionados, se debia efectivamente
a la ausencia de dichos genes se decidié estudiar las caracteristicas replicativas de los vectores

delecionados en relacién al MVAwt.

De acuerdo a la bibliografia previa, y conforme a lo descripto en la seccién de Introduccion (Seccién
5.2.1 “Gen A46R"” y 5.2.2 “Gen A44L"), los genes delecionados en este caso no se relacionan con la
capacidad infectiva y/o replicativa del virus al menos en la cepa replicativa de VACV Western Reserve
(WR) en donde fueron caracterizados inicialmente. Sin embargo, se decidié corroborar que esto
efectivamente se cumplia cuando las deleciones se encuentran en el genoma de MVA, y que la

ausencia de estos genes no comprometia ninguna de estas capacidades del virus.

Con el fin de analizar la cinética de replicacion de los nuevos vectores MVA delecionados, se

infectaron a baja multiplicidad de infeccién (MOI) células BHK-21, permisivas para MVA, con los
distintos virus. A lo largo de 72 horas luego de la infeccion, especificamente cada 24 horas, se
levantaron las células infectadas y los sobrenadantes correspondientes a cada condicion, y se titulé
por immunostaining el virus extracelular (correspondiente a la fraccion “sobrenadante”) y el

intracelular (fraccién celular) (ver seccidn 2.1.4 de Materiales y Métodos “Titulacion por

immunostaining”).

Como se puede ver en la figura 23, no se observaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la cinética de crecimiento tanto intracelular como extracelular, de los vectores
delecionados en relacién al MVAwt. De esta manera, se concluyd que los genes delecionados A44L,
A46R y C12L no son esenciales para la replicacion de MVA en células en cultivo, incluso si son

delecionados de manera simultanea como es el caso del segmento A44L-A46R.
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Figura 23. Curvas de crecimiento intracelular y extracelular de los distintos virus. Células BHK-21 fueron
infectadas (MOI = 0,01) con el MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (o) y MVAAC12L/AA44L-A46R (o). A distintos
tiempos post-infeccion (horas post-infeccién, hpi), se recogieron las células (fraccion intracelular) y el
sobrenadante (fraccion extracelular), y se tituld el virus presente mediante immunostaining. ANOVA de dos

vias y post-test de Bonferroni.

Dada la importancia que poseen las células presentadoras de antigeno en la generacién de la
respuesta inmune en cuanto a las vias de presentacidn antigénica y en funcién de ello, el montaje de
una respuesta celular, se analizé de manera cualitativa la capacidad de los distintos MVA de infectar
este tipo de células. Para ello, células THP-1 correspondientes a una linea celular monocitica humana
fueron diferenciadas a macrdfagos adherentes e infectadas con los diferentes vectores utilizando una
MOI = 5. A las 18 horas post-infeccidn, se realizé una marcacidn para evaluar la presencia del virus
por inmunofluorescencia, con un anticuerpo policlonal que reconoce las proteinas A33 y B5, ambas
de expresion temprana/intermedia. Conforme a la figura 24, se puede observar de manera
cualitativa que los tres vectores (MVAwt, MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA441L-A46R) son capaces
de infectar células presentadoras de antigeno, ya que en los tres casos se visualiza una distribucidn
uniforme de los focos de infeccidon o fabricas virales donde se lleva a cabo el ciclo replicativo y

ensamblaje del virus [127], sin hallar diferencias entre los MVA delecionados y el MVAwt.
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Figura 24. Inmunofluorescencia de células THP-1 infectadas con los distintos MVA. Células THP-1 sin infectar
o infectadas con MVAwt, MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R se tifieron con un anticuerpo primario
policlonal anti A33 y B5 (hecho en conejo), y un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa 488. Las

proteinas virales se visualizan en rojo formando focos, y el nicleo de las células en azul por tincién con DAPI.

1.3 Estudios funcionales: andlisis in vitro de la ausencia de los genes seleccionados

Luego de confirmar la ausencia de expresidn de los genes virales C12L, A44L y A46R (a nivel de ADN y
ARN mensajero), y de comprobar que no eran esenciales para la replicacién de MVA, se estudio el
impacto bioldgico que estas deleciones pudieran tener en células infectadas con los distintos virus.
Para ello, se realizaron ensayos funcionales caracterizando el efecto producido por |la

presencia/ausencia de los mismos.
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1.3.1 Gen C12L

En un trabajo previo de nuestro grupo, la Dra. Falivene caracterizé la delecidn del gen C12L del
genoma de MVA. Tal como se describid en la Introduccion de este trabajo de tesis (ver seccion 5.2
“Optimizacion de vectores vacunales: delecion de genes inmunomoduladores”), se sabe que la
proteina de unidn a IL-18, secuestra a la citoquina homdnima impidiéndole la unién al receptor y

bloqueando de esta manera la activacion rio abajo de cascadas de sefalizacién pro-inflamatorias.

En el trabajo de Falivene y colaboradores [90], se analizé la capacidad de la proteina C12 de inhibir la
actividad biolégica de la IL-18 murina, utilizando sobrenadantes de células infectadas con MVAwt o
MVAACI12L. Teniendo este trabajo como antecedente, se estudié el efecto bioldgico de la ausencia
del gen C12L, pero en este caso en el contexto de la delecidn conjunta con el segmento A44L-A46R,

como asi también la presencia de este gen, en el vector MVAAA44L-A46R.

Para llevar a cabo este objetivo, se trataron esplenocitos de ratones C57BIl/6 naive con Concanavalina
A (ConA, mitégeno inespecifico de linfocitos T) o ConA en combinacién con IL-18 recombinante (IL-
18r, ConA+IL-18r), todo esto en presencia de sobrenadantes de células BHK-21 infectadas con los
distintos MVAs, tal como se explicd en la seccién de Materiales y Métodos (seccidn 3.2.1 “Ensayo
funcional de IL-18bp”). Veinticuatro horas mds tarde se cuantificé el IFN-y en los sobrenadantes de
los esplenocitos en cultivo, como medida de la activacion de la via pro-inflamatoria por parte de IL-

18.

Se encontraron niveles significativamente mds altos de IFN-y en los cultivos activados con ConA+IL-
18r, en presencia de sobrenadantes de BHK-21 infectadas con MVAAC12L/AA44L-A46R, en
comparacion a aquellos que fueron incubados con sobrenadantes de MVAwt o MVAAA44L-A46R
(Figura 25). Esto sugiere que la proteina de unién a IL-18 (IL-18bp), producto del gen C12L, estaba

ausente en los cultivos infectados con MVAAC12L/AA44L-A46R.
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Figura 25. Ensayo de actividad bioldgica del gen C12L. Mediante ELISA se cuantificé el IFN-y producido por
esplenocitos incubados por 24 horas con los estimulos indicados: concanavalina A (ConA) o Concanavalina A
mas IL-18 recombinante (ConA + IL-18), previamente incubada con los sobrenadantes provenientes de BHK-21
infectadas con los diferentes MVAs: MVAwt (), MVAAA44L-A46R (o), MVAAC12L/AA44L-A46Rs (o). Los
resultados estan representados como la media + el desvio estandar. ANOVA de dos vias y post-test de
Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas: *p<0,05.

1.3.2 Gen A44L

El producto del gen A44L es una enzima con un 31% de similitud con la 3B-HSD humana, relacionada
con la sintesis de hormonas esteroideas [104-106]. En particular, esta enzima esta involucrada en la
generacidn de progesterona a partir de pregnenolona. De esta manera, el siguiente objetivo consistio
en cuantificar la produccién de esta hormona en un modelo in vitro, como medida de la
presencia/ausencia del producto codificado por el gen A44L. Para realizar este ensayo, se infectaron
células BSC-40 con los diferentes virus, y luego de permitir la expresion del gen en cuestidn, se llevé a
cabo la reaccién enzimatica en presencia de pregnenolona, tal como se describié en Materiales y

Métodos (seccidn 3.2.2 “Actividad de la enzima 3B-HSD”).

En la figura 26 se puede ver claramente que las células que fueron infectadas con el MVAwt, capaces
de sintetizar la enzima 3B-HSD, alcanzaron niveles de progesterona superiores a aquellas infectadas

con los vectores MVAAA44L-A46R o MVAAC12L/AA44L-A46Rs, cuya produccion fue similar a la de las
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células no-infectadas (las cuales no poseian el gen A44L). Esto demuestra que la capacidad de

sintetizar progesterona ya no estaba presente en los vectores delecionados.
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Figura 26. Ensayo de actividad biolégica del gen A44L. Se infectaron BSC-40 con los distintos MVA: MVAwt (e),
MVAAA44L-A46R (@), MVAAC12L/AA441-A46Rs (0). Luego de 18 horas post-infeccidn, se agregd pregnenolona
(sustrato de la enzima 3B-HSD) y se dejé que transcurriera la reaccidon enzimatica, hasta obtener el producto y
cuantificar el producto final, siguiendo los pasos detallados en Materiales y Métodos. Los esteroides fueron
cuantificados por LC-MS/MS. La progesterona se relativizo al control de extraccion interno, y se expresod en
unidades arbitrarias (U.A.). Los valores obtenidos para cada grupo fueron relativizados a su vez a las células sin
infectar (linea punteada). Los resultados estdn representados como la media + el desvio estandar. Test de
Mann-Whitney. Diferencias estadisticamente significativas: ***p<0,001.

1.3.3 Gen A46R

Para poder evaluar la presencia/ausencia de actividad bioldgica mediada por la proteina A46 se
utilizaron células THP-1 infectadas con los distintos vectores. Como se detallé en la Introduccidn, la
proteina A46 bloquea la activacién de receptores tipo Toll [96], que derivan finalmente en la
activacion de numerosas vias pro-inflamatorias. Estas vias llevan a la producciéon de diversos

mediadores pro-inflamatorios. En estudios previos en los que se caracterizé la funcién de esta
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proteina, describieron a la IL-1B como uno de los marcadores mas significativos asociados a la

funcionalidad de la proteina A46 de VACV [96].
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Figura 27. Ensayo de actividad bioldgica del gen A46R. Se infectaron células THP-1 con los diferentes MVAs:
MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (o) y MVAAC12L/AA44L-A46Rs (o). A distintas horas post-infeccion (hpi,
indicadas en la figura), se tomo el sobrenadante de cada condicion y se cuantificd por ELISA la IL-1J producida
por las células. El valor obtenido para células sin infectar fue restado en todos los casos. Los resultados estan
representados como la media + el desvio estandar de duplicados. ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni.
Diferencias estadisticamente significativas: *** p<0,001.

Para evaluar la actividad de A46, células THP-1 crecidas en placas de 24 pocillos se infectaron a una
MOI =5, y a distintos tiempos post-infeccidn, se cuantificaron los niveles de IL-1B en el sobrenadante
de cultivo. En las células infectadas con MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R, se encontraron
niveles de IL-1B superiores a aquellas células infectadas con MVAwt, indicando que la inhibicién de
las vias de TLR en células infectadas con los MVA delecionados no fue efectiva debido a la ausencia

de la proteina A46 (Figura 27).

Asimismo, se determinaron otros mediadores pro-inflamatorios que también aumentan su expresion

luego de la activacion de estas vias de sefializacién, la cual podria verse afectada por la

92



RESULTADOS

presencia/ausencia de la proteina A46, como IL-12, IL-6, IL-8 y TNF-0.. En el caso de IL-12, los valores
qguedaron muy por debajo del limite de deteccion de la técnica utilizada, lo cual impidié cuantificar
esta citoquina. Para el caso de IL-6 e IL-8, a pesar de encontrar valores que estaban contemplados
dentro de la curva del método, se observd que los valores de las células sin infectar eran de la misma
magnitud que las infectadas tanto con MVAwt como con los delecionados, e incluso en algunos casos
superaban este valor. En este contexto, no se puede concluir que exista una modulacién de la
expresion de IL-6 o IL-8 mediada por la infeccidn viral. En un trabajo publicado por Park vy
colaboradores [128] analizan en forma detallada la diferenciacion de la linea monocitica THP-1 a
macréfagos adherentes y establecen que a altas concentraciones de PMA la expresion de algunos
mediadores se ve aumentada, como el caso de IL-8. En base a esto se puede suponer que tanto para
el caso de IL-6 como de IL-8, la mera diferenciacidn de las células inducida por la activacién con PMA
podria explicar este aumento en estas citoquinas, que de alguna manera estaria enmascarando el

efecto producido por los distintos MVAs.

Finalmente, en lo que respecta a TNF-a, si logramos encontrar una cinética de modulacién, pero en
este caso solo pudo ser visible para el vector MVAAC12L/AA44L-A46R, como se puede ver en la

figura 28.

Bowie y colaboradores [98] describieron que el producto del gen A46R expresado en células de
mamifero interfiere especificamente con la via de sefializacién de IL-1. Estimularon células
transfectadas con A46, con IL-1 o TNF-a y midieron la activacion/inhibicion de una u otra via
mediante la activaciéon de NF-kf. Mientras que para la via estimulada por IL-1 hallaron un efecto
inhibitorio marginal por parte de A46 en la activacién de NF-«kf, no observaron dicho efecto
inhibitorio para el caso de TNF-a concordante con el hecho que esta citoquina activa vias de
sefializacion distintas de IL-1 que no requieren de MyD88. En este contexto, y considerando los
mecanismos autdcrinos y paracrinos descriptos para la produccién de IL-1 [129] como para TNF-a

[130] en macrofagos, esta aparente discrepancia en cuanto a los resultados podria ser debida a la
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presencia de minimas cantidades de TNF-a en el cultivo que generarian una regulacién positiva (no

inhibida por A46) con incrementos indistinguibles entre MVAwt y MVAAA46R.
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Figura 28. Cuantificacién de TNF-a en sobrenadantes de THP-1. Se infectaron células THP-1 con los diferentes
MVAs: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (o) y MVAAC12L/AA44L-A46Rs (o). A distintas horas post-infeccion (hpi,
indicadas en la figura), se tomé el sobrenadante de cada condicidn y se cuantificd por ELISA el TNF-a producido
por las células. El valor obtenido para células sin infectar fue restado en todos los casos. Los resultados estan
representados como la media + el desvio estandar de duplicados. ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni.
Diferencias estadisticamente significativas: * p<0,05.

Los resultados mas relevantes de esta primera seccion demuestran que ambos vectores
delecionados (MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R) poseen la misma capacidad replicativa
que el virus parental. Por otro lado, ademas de corroborar la delecion de los genes C12L, A44L y
A46R a nivel gendmico y transcripcional se comprobé mediante ensayos in vitro que la funcién

bioldgica de los genes delecionados estuvo ausente al menos, en los modelos estudiados.

2. ANALISIS DE LA RESPUESTA IN VIVO: MODULACION DE LA RESPUESTA CELULAR T ESPECIFICA

POR LOS VECTORES MVAAA44L-A46R Y MVAAC12L/AA44L-A46R
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2.1 Respuesta inmune adaptativa en etapa aguda

Una vez realizada la caracterizacién in vitro de los vectores, se estudié el efecto sobre el potencial
inmunogénico de los vectores causado por la delecion de los genes inmunomoduladores
seleccionados. Para ello, se realizaron estudios in vivo en ratones hembra C57BI/6. Se inmunizaron
grupos de cuatro ratones por via intramuscular (im) con 10’ UFP de los distintos vectores MVA y a los
7 dias post-inoculacidn (dpi) se estudié la respuesta celular aguda generada evaluandola frente a
péptidos especificos de VACV. Ademas, para cada uno de los grupos se emplearon los
correspondientes controles positivo (estimulacién con Concanavalina A) y negativo (estimulacién con
RPMIc). Se observé que ambos vectores delecionados generaron una mayor respuesta celular T en
comparaciéon al MVAwt, evaluada por ELISPOT en funcidon del niumero de células T especificas
secretoras de IFN-y, frente a péptidos caracterizados previamente como de respuesta CD4"

(L4R)[119] (p<0,01) como asi también de respuesta CD8" (B8R) [118] (p<0,001) (Figura 29.A).

b
o

50004 400+ -
J LN 350+
é 4000 o §
bt -
© 30004 g I
il
= § 2501 T
£ 2000 o
= = s & 200
E Jjooq{ —2- E -
2 - ~ 407 .
L 2004 = T T
Wl Wy
1-} -
0 0-
L4R BER E9L BER
cDa’ cog’ cDa’ cDs*

Figura 29. Analisis de la respuesta celular T en etapa aguda. Se cuantificaron por ELISPOT las células secretoras
(CS) de IFN-y (A) e IL-2 (B) en esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con MVAwt (e), MVAAA44L-
A46R (®) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o), re-estimulados con los péptidos indicados. Los resultados estan
representados como la media + el desvio estandar de triplicados. ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni.
Diferencias estadisticamente significativas: *p<0,05, ** p< 0,01 y *** p< 0,001. Resultados representativos de
un total de 3 experimentos realizados.

En concordancia con estos resultados observamos una mayor cantidad de células secretoras de IL-2

cuando fueron estimuladas con los péptidos E9L (p<0,05 en el caso de ambos vectores delecionados
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cuando se lo compard en relacién al MVAwt) y B8R (considerando una diferencia significativa con un
p<0,001 al comparar MVAAA44L-A46R versus MVAwt y de p<0,01 en el caso del MVAAC12L/AA44L-

A46R versus MVAwt) (Figura 29.B).

Por otro lado, se analizé la produccién de citoquinas en sobrenadantes de esplenocitos provenientes
de los diferentes grupos de ratones luego de una estimulacién de 72 horas con los péptidos de VACV,
siguiendo la metodologia descripta en Materiales y Métodos (ver seccidén 5.2.2 “Cuantificacion de
produccién de citoquinas”). Como se puede ver en la figura 30 (panel izquierdo), los esplenocitos de
ratones inmunizados con MVAAA44L-A46R o MVAAC12L/AA44L-A46R produjeron entre 1,5 y 2 veces

mas IFN-y que el MVAwt (p<0,05 y p<0,01 respectivamente).
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Figura 30. Cuantificacion de mediadores solubles en etapa aguda. Esplenocitos provenientes de los distintos
grupos de inmunizacién: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (¢) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o), fueron re-
estimulados con los péptidos indicados por 72 horas y se cuantificaron las citoquinas: IFN-y y TNF-a en
sobrenadantes de cultivo (por ELISA y por CBA kit, respectivamente). Los resultados estan representados como
la media + el desvio estandar de duplicados, o como determinaciones por simplificado (en la determinacién de
TNF-0, en esplenocitos estimulados con péptidos CD4"). En todos los casos se rest6 el valor de las células
estimuladas con RPMI. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas:
*p<0,05, ** p<0,01.
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Asimismo, se observd una tendencia a secretar mayores niveles de TNF-a frente a los diferentes
péptidos ensayados (Figura 30, panel derecho). Este udltimo mediador fue cuantificado
exclusivamente por el kit de CBA (Cytometric Bead Array) y debido a la disponibilidad de muestras
solo pudo ser determinado por duplicado en los sobrenadantes provenientes de esplenocitos
estimulados con B8R. El resto de las citoquinas presentes en el kit de CBA Th1/Th2 (IL-2, IL-4 e IL-5) y

gue no fueron determinadas por ELISA quedaron por debajo del limite de deteccién de la técnica.

Considerando la importancia que tienen los ganglios linfaticos y el rol central que juegan en el
desarrollo de una respuesta inmune especifica, se analizd también la respuesta celular T especifica,
en términos de células productoras de IFN-y, en este sitio inmunoldgico, particularmente en los

ganglios inguinales (Gl) que son los drenantes al sitio de inoculaciéon empleado.

Se encontrdé que ambos vectores delecionados indujeron una mayor respuesta T especifica contra
péptidos de VACV, tanto CD4" como CD8", en comparacién a la respuesta generada por el MVAwt. En
particular en este caso, se vio que el vector MVAAA44L-A46R indujo a su vez una mayor respuesta

que el vector que contenia las tres deleciones frente a los péptidos B8R y E9L (p<0,001) (Figura 31).

Desafortunadamente, debido al bajo nimero de células que se obtiene de este érgano linfatico, solo
se pudo evaluar la respuesta en cuanto a células productoras de IFN-y, ya que la disponibilidad de
células no permitié realizar determinaciones extra como cuantificar, ademas, el nimero de células

productoras de IL-2.

En conjunto, estos resultados estan en concordancia con aquellos observados en bazo, sefialando
que la respuesta celular T especifica a los 7 dias post-inoculacién frente a péptidos de VACV se
incrementd en aquellos ratones inmunizados con los vectores delecionados en comparacién con la

respuesta generada por el MVAwt.
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Figura 31. Analisis de la respuesta celular T en ganglios inguinales. Se cuantificaron por ELISPOT las células
secretoras (CS) de IFN-y en células de ganglio inguinal, provenientes de ratones inmunizados con: MVAwt (e),
MVAAA44L-A46R (o) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o), re-estimulados con los péptidos indicados. Los resultados
estan representados como la media + el desvio estandar de triplicados. En todos los casos se resté el valor de
las células estimuladas con RPMI. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. Diferencias estadisticamente
significativas: *p<0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001.

2.2 Respuesta inmune adaptativa en etapa de memoria

Es sabido que luego de un proceso infeccioso o de una inmunizacién, se generan células especificas
de memoria que son, entre otras, las encargadas de la defensa del huésped frente a la eventual
reintroduccién del antigeno. Para evaluar y comparar la respuesta de memoria generada por los
distintos vectores, se estudid la respuesta adaptativa inducida en ratones inmunizados con los
diferentes MVAs luego de los 45 dias post-inoculacién. Al igual que lo realizado en la etapa aguda, en
esta etapa de memoria se realizaron analisis tanto en células de bazo como en células de ganglios

inguinales.
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Como se ve en la figura 32.A, ambos vectores delecionados generaron una mayor cantidad de células
productoras de IFN-y especificas contra péptidos de VACV, tanto CD4" como CD8", en comparacién al
MVAwt. No solo se observé un aumento en relacidn a las células productoras de IFN-y, si no que el
mismo patrén de respuesta se evidencié en cuanto a las células productoras de IL-2 (Figura 32.B),
resultado de gran relevancia teniendo en cuenta el importante rol que juega esta citoquina en
cuanto a la proliferacién de linfocitos T, y en consecuencia en la generacién y mantenimiento de una

respuesta de memoria.
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Figura 32. Andlisis de la respuesta celular T en etapa de memoria. Se cuantificaron por ELISPOT las células
secretoras (CS) de IFN-y (A) e IL-2 (B) en esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con MVAwt (e),
MVAAA44L-A46R (o) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o) re-estimulados con los péptidos indicados. Los resultados
estan representados como la media + el desvio estdandar. En todos los casos se restd el valor de las células
estimuladas con RPMI. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas:
*p<0,05, ** p< 0,1, ***p<0,01.

De la misma manera se analizd la respuesta en los ganglios inguinales, y en concordancia con los
resultados anteriores, los ratones inmunizados con los vectores delecionados generaron una mayor

respuesta en relacion al MVAwt (Figura 33).
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Figura 33. Andlisis de la respuesta celular T en ganglios inguinales en etapa de memoria. Se cuantificaron por
ELISPOT las células secretoras (CS) de IFN-y en células de ganglio inguinal (Gl), provenientes de ratones
inmunizados con MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (o) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o) re-estimulados con B8R. Los
resultados estan representados como la media + el desvio estandar de triplicados. En todos los casos se resto el
valor de las células estimuladas con RPMI. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. Diferencias
estadisticamente significativas: *p<0,05, ** p< 0,01, ***p<0,001.

Al igual que en la etapa aguda, los esplenocitos de los distintos grupos fueron re-estimulados con
diferentes péptidos de VACV por 72 horas y se cuantificaron en los sobrenadantes de cultivo
diferentes mediadores solubles caracteristicos de una respuesta Thl o Th2, mediante ELISA (en el
caso de IFN-y e IL-2) y/o mediante kit de CBA (Perfil Th1: IFN-y, IL-2 y TNF-a, perfil Th2: IL-4 e IL-5) tal
como se detalld6 en Materiales y Métodos (secciéon 5.2.2 “Cuantificacion de la produccién de

citoquinas”).

Como se puede apreciar en la figura 34, las diferencias observadas entre MVAwt vy
MVAAC12L/AA44L-A46R no solo se mantuvieron, sino que incluso fueron amplificadas en relacién a
lo que se habia obtenido para la etapa aguda. Las citoquinas IL-4 e IL-5, también fueron
determinadas, ya que estaban presentes en el kit de cuantificacidn, sin embargo, los valores

qguedaron por debajo del limite de deteccidn.
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Figura 34. Cuantificacion de mediadores solubles en etapa de memoria. Esplenocitos provenientes de los
distintos grupos de inmunizacién: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (o) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o), fueron re-
estimulados con los péptidos indicados por 72 horas y se cuantificaron los mediadores solubles IFN-y, IL-2 y
TNF-a en sobrenadantes por ELISA y/o CBA. Los resultados estan representados como la media + el desvio
estandar de duplicados, o determinaciones por simplificado (para algunas determinaciones de TNF-a). En todos
los casos se resto el valor de las células estimuladas con RPMI. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni.
Diferencias estadisticamente significativas: *p<0,05, ** p< 0,01, ***p<0,001.

Hasta aqui, los resultados indican que la magnitud de la respuesta observada en la etapa aguda, en
cuanto a una mayor respuesta celular T en el grupo de vectores delecionados (MVAAA44L-A46R y
MVAAC12L/AA44L-A46R) en comparacion al MVAwt, se mantiene en la etapa de memoria.
Notoriamente, el incremento de magnitud observado no solo se detecta a nivel de células

secretoras de IFN-y sino también en niveles de produccidn de otras citoquinas como IL-2 y TNF-a.

2.3 Analisis de la calidad de la respuesta T de memoria

Como se describié anteriormente en la Introduccidn (ver seccion 1 “Origen de las vacunas”), en la
generacidon de inmunidad celular, para que ésta sea protectiva frente a la infeccién con algun
patédgeno no sélo es importante la magnitud de la respuesta celular T inducida sino también la
calidad o funcionalidad de la misma. Asi, el proximo objetivo consistid en estudiar la calidad de la
respuesta T de memoria, para lo cual se analizé la capacidad de degranulacién de las células T-CD8"
especificas en combinacién con la produccidn de IFN-y luego de la estimulacion con el péptido

especifico B8R.
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La presencia de los marcadores CD107a y CD107b (LAMP-1 y LAMP-2, respectivamente) en la
superficie de células T-CD8" luego de la activacidn especifica es sindnimo de que esas células
sufrieron un proceso de degranulacién, paso necesario para que se lleve a cabo la citotoxicidad
mediada por perforinas y granzimas [131]. Es por esto que la deteccidn de esos marcadores en la
superficie celular, constituye una medida indirecta, utilizada ampliamente en multiples trabajos, de
la capacidad de las células de ejercer citotoxicidad [131, 132]. A su vez se ha descripto que la
deteccion a nivel celular de la produccion de IFN-y simultdaneamente con la presencia de estos
marcadores (CD107a y CD107b) en la membrana plasmatica correlaciona positivamente con mayores
niveles de proteccidn frente al desarrollo de enfermedad en personas infectadas con HIV [133]. En
base a estos antecedentes, se decidid evaluar la bifuncionalidad de estas células T-CD8" (como la

expresion de CD107a/b en simultaneo con IFN-y), como parte de la caracterizacion de la calidad de la

respuesta generada (Figura 35).
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Figura 35. Seleccion de células bifuncionales. Esquemas de citometria representativos de las células T-CD8
positivas para CD107 (arriba) o para IFN-y (abajo), luego de ser estimuladas con RPMI (izquierda) o el péptido
B8R (derecha). Luego de identificar las células positivas para cada marcador, se utilizd la herramienta que
ofrece el software (“Intersection”) para obtener las células dobles positivas CD107°/IFN-y" (células
bifuncionales). Estos esquemas son ilustrativos, y corresponden a linfocitos T provenientes de animales

inmunizados con MVAwt. Se utilizo la estrategia de gating detallada en Materiales y Métodos.
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En este caso, se observé que el grupo de ratones que habia sido inmunizado con el vector que incluia
N

las tres deleciones (MVAAC12L/AA44L-A46R) mostrd un porcentaje 2 veces mayor de células T-CD8

bifuncionales (CD107°/IFN-y") comparados con el MVAwt (p<0,05) (Figura 36).

Teniendo en cuenta la diversidad de subpoblaciones celulares T que se generan luego de una
respuesta inmune adaptativa, y de modo de ampliar aun mas la caracterizacién de la calidad de la
respuesta en la etapa de memoria, se analizé la distribucién y la modulacién de las distintas
subpoblaciones celulares en base a la presencia/ausencia de los marcadores CD44 y CD62L. El
marcador CD44 es una molécula de adhesién que media la unién a la matriz extracelular a través del
acido hialurénico [134]. Se lo utiliza como un indicativo de células activadas ya que su expresion
aumenta en linfocitos naive tras la estimulacién con el antigeno y se mantiene en altos niveles en

células T de memoria [135].
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Figura 36. Analisis de la calidad de respuesta: bifuncionalidad de células T-CD8". Esplenocitos provenientes de
los distintos grupos de inmunizacién: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (¢) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o), fueron
re-estimulados con el péptido B8R y se cuantificd el porcentaje de células dobles positivas para los marcadores
CD107 e IFN-y como medida de actividad citotdxica. En todos los casos se restd el valor de las células
estimuladas con RPMI. Las barras representan la media + desvio estandar de duplicados. ANOVA de una via y
post-test de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas: *p<0,05.
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Por otro lado el marcador CD62L es una L-selectina [136], ligando de sialomucinas, vinculado al
homing o direccionamiento de linfocitos a drganos linfaticos, y aumenta su expresion en aquellas

células que se dirigen hacia estos sitios inmunoldgicos.

De acuerdo a la combinaciéon de estos dos marcadores [137], las poblaciones de memoria se

clasificaron en las siguientes subpoblaciones (ver Figura 37):

- “memoria temprana o T stem-cells memory” (Tscv): CD44L°CD62L" [138, 139],

- células T de memoria central (Tyc): CD44°CD62L",

- células T de memoria efectora (Tgyv): CD44°CD62L,

- células T de memoria efectora terminal (Tyer): CD44° CD62L.
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Figura 37. Analisis de las subpoblaciones de memoria. Esquema representativo de la clasificacion de las
subpoblaciones de memoria, utilizando los marcadores CD62L (en el fluoréforo APC) y CD44 (en el fluoréforo
PE-Cy7).

Conforme a esta clasificacion, se analizaron las sub-poblaciones de memoria T dentro de los

linfocitos T-CD8" bifuncionales especificos para VACV (Figura 38).
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Figura 38. Analisis de las subpoblaciones de memoria dentro de células especificas T-CD8" bifuncionales.
Esplenocitos provenientes de los distintos grupos de inmunizacion: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (e) o
MVAAC12L/AA44L-A46R (o), fueron re-estimulados con el péptido B8R y se determinaron las distintas
subpoblaciones de memoria dentro de la poblacion de células dobles positivas para los marcadores CD107 e
IFN-y. En todos los casos se resto el valor de las células estimuladas con RPMI. Las barras representan la media
+ desvio estandar de duplicados. ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni. Diferencias estadisticamente
significativas: ***p<0,001.

En el caso de células bifuncionales (CD107"/IFN-y") el mayor porcentaje se concentrd, como era de
esperarse, dentro de las células de memoria efectora (CD44'CD62L), donde se detectaron
importantes incrementos en ambos grupos inmunizados con los vectores delecionados MVAAA44L-

A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R en relacidén al MVAwt (p<0,001).

Otra caracteristica deseable en el desarrollo de una vacuna, en cuanto a la calidad de la respuesta, es
la capacidad de las células T de proliferar luego de una re-estimulacién especifica, brindando la
posibilidad de aumentar el nimero de clones capaces de combatir el patégeno. De esta manera, para
cuantificar la proliferacién celular se utilizé el colorante CFSE, el cual entra a las células y se une
covalentemente a las aminas libres de la superficie y el interior celular. La particularidad de este
colorante es que, con cada divisidn celular, se hereda la marca fluorescente equitativamente entre

las células hijas. De esta forma, con cada ciclo replicativo, la intensidad del CFSE en la poblacidon va
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disminuyendo. En este sentido, cuanto menor sea la intensidad del CFSE en la poblacién, mayor

proliferacién habra sufrido.

En la figura 39 se muestra un ejemplo de células estimuladas con RPMI (panel superior), donde no se
observé proliferacidon de las células, mientras que las células estimuladas con el antigeno VACV

inactivado (panel inferior), si se vio una poblacién con menor intensidad de CFSE, signo de

proliferacién.
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Figura 39. Proliferacion de células T especificas. Esquemas de citometria representativos de la proliferacion de
células T (CD4" o CD8', segln se haya marcado con uno u otro anticuerpo) estimulados con RPMI (panel
superior) o VACV inactivado (panel inferior). Se puede observar que las células que fueron estimuladas con
VACV inactivado, tienen menor intensidad de fluorescencia en FITC (eje X), correspondiente a la menor
cantidad de CFSE que contiene las células, producto de las sucesivas divisiones celulares. Estos esquemas son
ilustrativos, y corresponden a linfocitos T (CD8" en este caso) provenientes de animales inmunizados con
MVAAC12L/AA44L-A46R. Se utilizd |a estrategia de gating detallada en Materiales y Métodos.
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Se cuantific el porcentaje de células que presentaban una baja proporcién de CFSE (CFSE,,;,) como
medida de proliferacién efectiva. En este caso los ratones inmunizados con el MVAAC12L/AA44L-
A46R presentaron un mayor porcentaje de células T-CD4" y T-CD8" con capacidad proliferativa en
comparacién al MVAwt (p<0,001 y p<0,05, respectivamente) incluso frente al MVAAA44L-A46R

(p<0,01) (Figura 40).
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Figura 40. Analisis de la calidad de respuesta: proliferacion de células especificas. Esplenocitos provenientes
de los distintos grupos de inmunizacion: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R () o MVAAC12L/AA44L-A46R (o),
fueron tefiidos con CFSE y reestimulados durante 4 dias con VACV inactivado. Luego de esto se determiné el
porcentaje de proliferacion en cada grupo dentro de las poblaciones T-CD4" y T-CD8". En todos los casos se
restd el valor de las células estimuladas con RPMI. Las barras representan la media + desvio estandar de
duplicados. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Realizando un andlisis mas detallado de las subpoblaciones de células T-CD4" de memoria, se
observaron diferencias entre el grupo de ratones inmunizados con el MVAAC12L/AA44L-A46R en
comparacién a los grupos que recibieron el MVAwt o el MVAAA44L-A46R en las poblaciones de
células stem cell de memoria Tscy (p<0,001 y p<0,01; respectivamente); como asi también en células
de memoria central (p<0,001 y p<0,01; respectivamente) y de memoria efectora (p<0,05). Para el
caso de las células T-CD8", el MVAAC12L/AA44L-A46R mostré un mayor porcentaje de células CFSEp,j,

en la subpoblacidn de células de memoria central con respecto a MVAwt y MVAAA44L-A46R (p<0,01
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y p<0,001, respectivamente) y en cuanto a la subpoblacion de células de memoria efectora solo se

vieron diferencias con el MVAwt (p<0,05) (Figura 41).
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Figura 41. Caracterizacion de las subpoblaciones de memoria en células que proliferaron frente a VACV.
Esplenocitos provenientes de los distintos grupos de inmunizacién: MVAwt (e), MVAAA44L-A46R (®) o
MVAAC12L/AA44L-A46R (o), fueron tefiidos con CFSE y reestimulados durante 4 dias con VACV inactivado.
Dentro de cada poblacién T-CD4" (A) y T-CD8" (B) que proliferé frente a VACV, se realizd un analisis detallado
de la distribucidn de las distintas sub-poblaciones de memoria de acuerdo a la combinacion de los marcadores
CD44 y CD62L. Las barras representan la media + desvio estandar de duplicados ANOVA de una via y post-test
de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

2.4 Estudio de la respuesta humoral

Tal como se menciond en la Introduccion, los vectores poxvirales son uno de los predilectos a la hora
de desarrollar vacunas capaces de inducir inmunidad mediada por células T, y por el contrario, han
sido percibidos en el campo de la vacunacion como una mala eleccién para la induccién de la
inmunidad humoral [20]. Sin embargo, estudios a partir de modelos animales y ensayos clinicos de
los ultimos afios sugieren, que estos vectores pueden ser utilizados con éxito para generar

respuestas eficaces de anticuerpos por parte de células B, en esquemas de prime-boost [20].

En funcidn de estos antecedentes, se decidié analizar si existia alguna diferencia en cuanto a la

generacion de una respuesta humoral entre los distintos grupos.

Para ello se analizé en el suero de los distintos grupos de ratones, la presencia de anticuerpos de tipo

I1gG especificos contra VACV. Asi fue que se cuantificaron los niveles de IgG total, y a su vez de IgG1 e
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IgG2a, en pooles de suero y en los sueros de los animales individuales, mediante la técnica de ELISA,
tal como se describi6 en la seccion 5.3 de Materiales y Métodos (“Cuantificacion de

inmunoglobulinas en suero”).

En la figura 42 se puede observar que al analizar los niveles de anticuerpos a los 45 dias post-
inoculacidn en las muestras pooleadas, existen diferencias entre los grupos MVAwt y MVAAA44L-
A46R. Sin embargo, al analizar estos mismos grupos, pero a nivel de cada ratdn individual, estas

diferencias se pierden.

Es por eso que, en conjunto, se concluyd que no existian diferencias significativas entre los distintos
grupos de ratones en cuanto a la generacién de anticuerpos IgG, y que las diferencias observadas

inicialmente a nivel de pool de suero, no radicaban en reales diferencias biolégicas.
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Figura 42. Determinacidn de anticuerpos anti VACV. Se cuantificaron por ELISA los niveles de IgG total, IgG1l e
IgG2a en términos de absorbancia a 450 nym, en sueros de ratones inmunizados (45 dpi) con MVAwt (e),
MVAAA44L-A46R () o MVAAC12L/AA44L-A46R (o). (A) Cuantificacion en pooles de suero diluidos 1:600.
ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. (B) Cuantificacion en cada ratdn individual, los sueros fueron
diluidos 1:3200 para el caso de IgG total, y 1:600 para IgG1 e I1gG2a. Test de Mann-Whitney. La linea punteada
representa el valor obtenido para los ratones sin inmunizar (naive). Diferencias estadisticamente significativas
para ambos casos: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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2.5 Andlisis de la capacidad citotéxica

Los resultados obtenidos hasta el momento, indicaron que durante la fase de memoria la delecidn
del segmento A44L-A46R en combinacién con el gen C12L (MVAAC12L/AA44L-A46R) generd una
respuesta celular T adaptativa de mejor calidad en comparacion al MVAwt, en relaciéon a su

polifuncionalidad y el potencial proliferativo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con respecto a ambos vectores delecionados, y en vista
de que el vector que contenia las tres deleciones era mejor con respecto al MVAAA44L-A46R, en
cuanto a las respuestas inmunes generadas consideramos importante evaluar la funcionalidad de la

respuesta celular T CD8", analizando la capacidad citotdxica especifica de esta poblacidn celular.

En funcién de esto, el siguiente objetivo consistié en analizar la citotoxicidad celular ejercida por las
células T-CD8" con ensayos funcionales que permitieran medir de manera mas directa la actividad de
las células con capacidad citotdxica. En primer lugar, realizamos un ensayo de citotoxicidad in vivo en
ratones inmunizados con MVAwt o MVAAC12L/AA44L-A46R y evaluamos la actividad citotdxica
especifica a los 7 dpi, frente al péptido B8R. El ensayo consistié en la inyeccidn intravenosa de una
mezcla de células de bazo marcadas con una baja concentracién de CFSE (CFSE,.j,) y células con alta
concentracion de CFSE (CFSE,;,) y ademas pulsadas con el péptido B8R de VACV en tres grupos de
ratones: sin inmunizar o naive, inmunizados con el MVAwt o inmunizados con el MVAAC12L/AA44L-
A46R. A las 16 horas luego de la inyeccion, los animales fueron sacrificados y se analizé la lisis
especifica en células de bazo por citometria de flujo, tal como se detallé6 en Materiales y Métodos
(seccidén 5.4.1 “Evaluacion de citotoxicidad in vivo”). Como resultado pudimos observar un 98,2% y
97,7% de citotoxicidad en los grupos MVAwt y MVAAC12L/AA44L-A46R, respectivamente. Si bien no
encontramos diferencias en cuanto al porcentaje de citotoxicidad entre grupos, debido a la
saturacion del sistema (posiblemente producto de una falta de ajuste en las condiciones de las

variables utilizadas como el tiempo de analisis post-inyeccion, o las concentraciones de células y/o de
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antigeno), consideramos relevante este resultado en cuanto al hecho de poder demostrar la

funcionalidad de las células T-CD8" in vivo.

Posteriormente se decidié realizar un ensayo de citotoxicidad in vitro tal como se detalla en la
seccion de Materiales y Métodos (seccidn 5.4.2 “Evaluacion de citotoxicidad in vitro”), de manera de
comparar la capacidad citotoxica de ambos grupos de ratones (MVAwt o el MVAAC12L/AA44L-
A46R). Brevemente, esplenocitos de ratones naive fueron marcados con dos concentraciones
distintas de CFSE (CFSE,, y CFSE,.j), Y la poblacidon de CFSE,, fue pulsada con el péptido B8R (células
blanco). Las células fueron incubadas por 4 horas, solas o en presencia de esplenocitos provenientes
de ratones inmunizados previamente (7 dias antes) con el MVAwt o MVAAC12L/AA44L-A46R (células
efectoras), cubriendo distintas relaciones de concentracion entre células efectoras y células blanco.
Posteriormente se determind el porcentaje de lisis especifica como se detallé6 en Materiales y

Métodos (seccién 5.4.2 “Evaluacién de citotoxicidad in vitro”).
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Figura 43. Citotoxicidad in vitro. Se midié el porcentaje de lisis especifica de esplenocitos provenientes de
ratones inmunizados con MVAwt (e) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o) frente a células blanco pulsadas con el
péptido B8R. Las barras representan la media + desvio estandar de duplicados. ANOVA de una via y post-test
de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas: **p<0,01.

111



RESULTADOS

Como se ve en la figura 43, en relaciones bajas de células efectoras: blanco no se vieron diferencias
significativas entre el grupo del MVAwt comparado con el vector que contiene las tres deleciones
(MVAAC12L/AA44L-A46R). Al aumentar la relacién de células efectoras: blanco, se vio un aumento
en el porcentaje de citotoxicidad en ambos grupos, y fue significativamente mayor en el
MVAAC12L/AA44L-A46R en relacion al MVAwt, cuando la proporcidn de células efectoras: blanco fue

de 10:1 (p<0,01).

Con este resultado se pudo concluir que las células T-CD8" provenientes del grupo inmunizado con
MVAAC12L/AA44L-A46R mostraron una mejor funcionalidad y un desarrollo de la respuesta inmune

de mejor calidad con respecto al MVAwt.

3. ANALISIS DE LA RESPUESTA INNATA

Una vez caracterizada la respuesta adaptativa generada por ambos vectores delecionados en
relaciéon al MVAwt, y teniendo en cuenta que el tipo de respuesta inmune innata generada (en
relacidn a los tipos de células presentadoras de antigeno que se activen o el patrén de citoquinas
secretados) serd determinante en el posterior desarrollo de la respuesta adaptativa, se decidid
estudiar mas detalladamente la respuesta generada durante las primeras horas posteriores a la

infeccion.

Teniendo en cuenta que hasta este punto del trabajo el vector triple delecionado
(MVAAC12L/AA441-A46R) fue el que presentd, en conjunto, una respuesta inmune adaptativa de
mayor magnitud y mejor calidad en relacion al otro vector delecionado en estudio (MVAAA44L-
A46R), el andlisis de la respuesta innata se realizé comparando en este caso a los vectores MVAwt y

MVAAC12L/AA44L-A46R.

Para estudiar los mediadores tanto pro-inflamatorios como antivirales generados en respuesta a la

infeccion por MVAwt o MVAAC12L/AA44L-A46R, grupos de ratones C57BI/6 fueron inmunizados con
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los distintos vectores y sacrificados a distintos tiempos post-inmunizacion: 4, 6, 16, 20 y 30 hpi tal
como se detallé en Materiales y Métodos (ver seccién 6 “Andlisis de la respuesta Innata”). Los grupos
de ratones se constituyeron con 4 a 6 animales, y cada tiempo fue evaluado al menos dos veces. En
todos los casos se extrajo suero de cada animal y los ganglios inguinales (cercanos al sitio de
inoculacion). En el caso de los ganglios inguinales, los mismos fueron procesados por diferentes
métodos de acuerdo a si se utilizaron para cuantificar citoquinas por ELISA o ARN mensajero por PCR

cuantitativa.

3.1 Mediadores pro-inflamatorios producidos por el MVAwt versus MVAAC12L/AA44L-

A46R

Los ganglios inguinales fueron procesados tal como se detallé en Materiales y Métodos (seccién 6.2.1
“Muestras para determinaciones proteicas”), y multiples citoquinas fueron evaluadas por ELISA. En
este caso se evaluaron los tiempos de 4, 6, 20 y 30 hpi, y dada la cercania temporal de los tiempos 4 y
6 horas, y en base a un primer analisis realizado, se decidid agrupar los animales de estos tiempos en

un mismo grupo.

Como se puede apreciar en la figura 44, si bien la diferencia no llega a ser estadisticamente
significativa, probablemente debido a la dispersion de los datos, se puede observar una tendencia a
que los niveles de IFN-y en el grupo MVAAC12L/AA44L-A46R superen los valores producidos por el
grupo MVAwt. En el caso de las citoquinas IL-12 e IL-1B si se pueden observar diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01 y p<0,05; respectivamente) pero solo al tiempo de 30 horas

post-infeccion (Figura 44).
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Figura 44. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias en homogenatos de ganglio inguinal. Grupos de
ratones inmunizados con MVAwt (e) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o) fueron sacrificados en los tiempos
indicados y se cuantificaron en homogenatos de ganglios inguinales los mediadores solubles IFN-y, IL-12 e IL-1B
mediante ELISA. Se grafican los valores individuales de cada ratdén y se indica la mediana de cada grupo. Los
valores obtenidos para el grupo de ratones sin inmunizar (naive) se representan con la linea punteada (IFN-y:
29 ng/ml; IL-12: 3,59 ng/ml; IL-1B: 0,431 ng/ml). Test de Mann-Whitney. Diferencias estadisticamente
significativas: *p<0.05, **p<0,01.

A excepcion del tiempo de 30 horas post-infeccion, en los otros dos estadios la dispersion de los
datos es amplia y esto dificulta, ademas del analisis estadistico, la posibilidad de arribar a alguna
conclusién en cuanto al patrén de produccidon de mediadores inmunes en los distintos grupos. Con el
objetivo de enriquecer la caracterizacidn de la respuesta innata se analizd, ademas, el porcentaje de
ratones cuya respuesta individual sobrepasé la mediana alcanzada por el grupo naive para cada

citoquina y se determind el nimero de veces de induccidn en cada grupo en relacidn al grupo naive.

Como se puede ver en la tabla 10, a excepcion de los tiempos mas cortos de 4—6 horas post-
inoculacidn, donde las diferencias no son tan pronunciadas, en tiempos mds avanzados (20 y 30
horas post-inoculacidn) se puede ver que, para todas las citoquinas determinadas, el porcentaje de
ratones que superaron el valor de mediana del grupo sin infectar (naive) fue mayor en el grupo
MVAAC12L/AA44L-A46R, en relacion al MVAwt. A su vez, se analizd en cudntas veces la mediana de
cada grupo superaba a la mediana del grupo naive, para cada citoquina y cada tiempo. Nuevamente,
exceptuando los tiempos mas cortos (4-6 horas post-inoculacién), entre las 20 y 30 horas post-

inoculacidn se ve que para todas las citoquinas estudiadas las veces de induccion sobre el naive del
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grupo MVAAC12L/AA44L-A46R, fueron mayores a las del MVAwt, y en la mayoria de los casos

duplican la respuesta con respecto a este ultimo.

Tabla 10. Analisis de la respuesta de cada grupo (MVAwt y MVAAC12L/AA44L-A46R) en relacién al
grupo naive, para cada mediador y tiempo ensayado.

hpi* Grupo* WT A WT A WT A
% de ratones (iue 44 53 82 73 100 100
superan al naive

4-6

Veces de mdu'f:cwn 0,8 1,2 2,4 1,8 6,3 2,6
sobre el naive
% de ratones (iue 0 67 34 63 40 60
superan al naive
20
Veces de mdu'f:cwn 0 1,7 0,8 1,9 0,9 1,8
sobre el naive
% de ratones c_1.ue 43 75 71 100 71 100
superan al naive
30
Veces de induccion 0,9 1,5 2,4 5,2 2,7 6,4

sobre el naive

*hpi: horas post-inoculacién; T Grupo: WT: MVAwt, A: MVAAC12L/AA44L-A46R

Del mismo modo se evaluaron en estas muestras otras citoquinas como IL-10, TNF-a e IL-6 mediante
ELISA. En estos casos, en contraposicion a las determinaciones anteriores, no se hallaron diferencias
significativas entre las citoquinas producidas por el grupo inmunizado con el MVAwt en relacion al
MVAAC12L/AA44L-A46R. Incluso, en el caso de IL-10 y TNF-a la dispersion dentro de cada grupo fue
considerable, lo que imposibilité encontrar un patron de respuesta. No fue éste el caso de IL-6,
donde la dispersién dentro de cada grupo fue menor y la produccién a lo largo del tiempo parecid
tener un pico de produccion para el grupo MVAAC12L/AA441L-A46R a las 20 hpi. Sin embargo, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 45).
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Figura 45. Cuantificacion de IL-6 en homogenatos de ganglio inguinal. Grupos de ratones inmunizados con
MVAwt (e) o MVAAC12L/AA44L-A46R (o) fueron sacrificados en los tiempos indicados y se cuantifico IL-6 en
homogenatos de ganglios inguinales mediante ELISA. Se grafican los valores individuales de cada ratén y se
indica la mediana de cada grupo. Los valores obtenidos para el grupo de ratones sin inmunizar (naive) se
representan con la linea punteada (mediana: 0,72 ng/ml). Test de Mann-Whitney.

Conjuntamente, se analizé la presencia de estas citoquinas en el suero de los animales inmunizados.
A diferencia de lo que sucede con las muestras de ganglio inguinal, en las que dependiendo de qué se
deseaba cuantificar, el tipo de procesamiento era diferente, en las muestras de suero, el tratamiento
es el mismo para todas. Es por eso que se pudieron evaluar todos los tiempos: 4, 6, 16, 20 y 30 hpi, y
en este caso también, se decidid agrupar los tiempos de 4 y 6 hpi, y los de 16 y 20 hpi. A diferencia de
lo observado en ganglios inguinales, en este caso solo se encontraron niveles detectables de IFN-y,
gue notoriamente resultaron 3 érdenes de magnitud menores a los niveles encontrados en ganglio
inguinal. Contrariamente a lo observado en este tejido, se vieron diferencias estadisticamente
significativas entre las 4-6 y 16-20 horas post-inoculacidon, siendo mayores en el grupo
MVAAC12L/AA44L-A46R en relacion al MVAwt (p<0,01 en ambos casos), y rapidamente a las 30

horas post-inoculacién los niveles decaen cercanos a valores indetectables (Figura 46).

El resto de las citoquinas analizadas (IL-12, IL-1p, IL-10, IL-6 y TNF-a) fueron indetectables, al menos

por la técnica utilizada.
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Figura 46. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias en suero. Ratones inmunizados con MVAwt (e) o
MVAAC12L/AA44L-A46R (o) fueron sacrificados en los tiempos indicados y se cuantificé IFN-y en suero
mediante ELISA. Se grafican los valores individuales de cada ratén y se indica la mediana de cada grupo. Test de
Mann-Whitney. Diferencias estadisticamente significativas: **p<0,01.

3.2 Mediadores antivirales producidos por el MVAwt versus MVAAC12L/AA44L-A46R

La inmunizacién con el vector MVA involucra en si una respuesta antiviral del huésped que
desencadena la activacion de vias de sefializacion como la de IRF3/IRF7, que llevan en ultima
instancia a la produccidn de interferones de tipo | (IFN-a. e IFN-B) [140, 141]. Estd descripto que estos
mediadores son importantes factores que contribuyen a la expansiéon de la respuesta celular T
generada por MVA [142]. Es por esto que se decidid evaluar la produccién de este tipo de
mediadores antivirales, como una manera de medir la activacién de estas vias de sefalizacion y de
determinar si existian diferencias en cuanto al nivel de produccién por parte de los distintos MVAs.
Se analizaron los niveles de expresion de IFN-B a las 6 y 16 hpi, mediante PCR cuantitativa, en
ganglios inguinales que fueron procesados tal como se describié en Materiales y Métodos (seccion
6.2.2 “Muestras para determinaciones de ARN”). En este caso, se analizaron los tiempos de 6 y 16

hpi.
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Figura 47. Cuantificacion de IFN de tipo | en homogenatos de ganglio inguinal. Grupos de 4 a 6 ratones
inmunizados con MVAwt () o MVAAC12L/AA44L-A46R (o) fueron sacrificados en los tiempos indicados y se
cuantificaron los niveles de expresion de IFN-B por PCR cuantitativa. Los niveles de IFN-B se normalizaron a los
de B-actina (gen de expresidn constitutiva), y estos a su vez se relativizaron a los valores obtenidos para el
grupo sin infectar (linea punteada). Se grafica la media + el desvio estdndar. Los datos fueron analizados
siguiendo las guias planteadas por Applied Biosystems [143].

Como se aprecia en la figura 47, a las 6 horas post-inmunizacién los niveles de ARN mensajero de
IFN-B eran muy similares a los valores del grupo naive, pudiéndose especular que 6 horas no fue
tiempo suficiente para ver in vivo un aumento en los niveles de ARN mensajero. Sin embargo, a las
16 horas post-inmunizacién si se pudo evidenciar un aumento en los niveles de expresion de IFN-B de
ambos grupos, siendo mayor en los ratones inmunizados con MVAAC12L/AA44L-A46R respecto del
MVAwt. A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente significativas en este caso, si puede
considerarse biolégicamente sustancial. La ausencia de diferencia estadisticamente significativa pudo
deberse a la dispersion de los datos ya que, en este punto, al igual que en el resto de los analisis a
nivel de respuesta innata, cada animal fue analizado de manera individual. Como una manera de
demostrar la importancia de este resultado, se analizé el nimero de individuos que superaban el

valor del naive y se observd que, mientras en el grupo de MVAwt sélo 2 ratones de 5 (40%)
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mostraron un incremento de 10 veces en relacidn al naive, en el grupo de MVAAC12L/AA44L-A46R, 4
de 6 ratones (67%) alcanzaron esta diferencia, y notablemente 2 de ellos superaron un incremento

de 20 veces con respecto al grupo naive.
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La verdadera ciencia ensefa, sobre todo, a dudar y a ser ignorante.

- Miguel de Unamuno
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El uso de vectores recombinantes basados en poxvirus como plataformas para el desarrollo de
vacunas surgido como concepto por primera vez hace mas de 30 afios cuando Smith y colaboradores
describieron la utilizacion de un virus Vaccinia recombinante que expresaba el gen de la
hemaglutinina de influenza (H2N2), con capacidad para conferir protecciéon frente al virus de la gripe
en un modelo de hamster [144]. Desde entonces el uso de vectores poxvirales se ha extendido
ampliamente y su estudio y caracterizacidon se han intensificado, hasta el uso de variantes virales
altamente atenuadas, como el MVA o los canarypox, que constituyen hoy en dia las vacunas de
“tercera generacion”, mucho mas seguras y elaboradas bajo las Buenas Practicas de Fabricacién o

GMP (del inglés Good Manufacturing Practices) [145].

Como se menciond inicialmente en la introduccion de este trabajo de tesis, los poxvirus tienen
caracteristicas uUnicas que los hacen excelentes candidatos para ser utilizados como vectores
vacunales. Estas propiedades incluyen la gran capacidad de empaquetamiento de ADN recombinante
(de hasta 25 kb) y la expresidn regulada por promotores virales fuertes, la falta de persistencia o
integracién al genoma del huésped debido a su replicacion citoplasmatica, una alta inmunogenicidad
como vacuna y su inocuidad, incluso para ser administrado en personas inmunocomprometidas [62].
Ademas, el MVA es de facil manipulacién y produccion, y en los Ultimos afios se ha tratado de
acentuar esta particularidad, desarrollando lineas celulares que permitan su produccion vy
purificacién a gran escala, con el objeto de ya no depender de fibroblastos de embrién de pollo

(FEPs) para su manufacturacion [146, 147].

A pesar de esto, existen muchas ideas erréneas acerca de la efectividad y seguridad del MVA como
vector vacunal, y varias de las particularidades enumeradas previamente son actualmente
cuestionadas. En este sentido, Cottingham & Carroll discutieron en su trabajo de 2013 algunos de
estos pre-conceptos demostrando que los vectores recombinantes de MVA son genéticamente
estables, seguros y lo suficientemente inmunogénicos como para brindar ya sea proteccién frente a

diversos patogenos o un beneficio terapéutico en casos de vacunas para ciertos tipos de cancer [68].
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Mudltiples trabajos han demostrado que para la generacidon de respuestas inmunes celulares
especificas el uso del MVA como vector recombinante es mucho mas potente en esquemas de
vacunacion heterdlogos de tipo prime-boost [148-150]. Este tipo de esquemas se basa en la
administracién de un mismo antigeno recombinante en dosis seriadas, pero con la particularidad que
la expresion del antigeno proviene de diferentes vectores, ya sean virales o de ADN, es por eso que
se denominan “dosis heterélogas”, a diferencia de los refuerzos dados con la misma vacuna en cuyo
caso constituyen dosis homélogas [151, 152]. Actualmente, una de las estrategias mas utilizadas
radica en la utilizacidon de una primera dosis o prime, basada en un vector de ADN que exprese el
antigeno de interés y un refuerzo, o boost, utilizando un vector basado en MVA [121, 153]. Se ha
reportado a su vez, la utilizacién de vectores adenovirales o derivados del virus Influenza como
primera dosis [149, 154, 155]. Muchos ensayos clinicos en humanos han mostrado una altisima
magnitud de respuesta, con una induccién de mas de 1000 células productoras de IFN-y por millén
de células, y en todos estos estudios el MVA ha sido el componente principal del boost o refuerzo.
Incluso en algunos estudios se ha visto una considerable induccidon de respuesta inmune humoral,
generando niveles de anticuerpos comparables a los generados por los adyuvantes de udltima
generacion (40 pg/ml versus 70 pg/ml, respectivamente), que superan ampliamente a los niveles
requeridos de proteccidn inducidos por algunas vacunas convencionales (1 pug/ml), revelando asi un
gran potencial inmunogénico, que puede ser ain mayor, teniendo en cuenta la delecién dirigida de

genes inmunomoduladores [156, 157].

Un aspecto cuestionado por gran parte de la comunidad cientifica, escéptica con respecto al uso de
este vector como vacuna en humanos, es la existencia de inmunidad previa frente al virus, debida a
las campafias de vacunacién para erradicar la viruela. Si bien esto plantea la posibilidad de reducir la
inmunogenicidad de MVA y en consecuencia que su utilizacién como vector vacunal se vuelva
ineficaz, ciertos trabajos han probado que, de existir una reduccion en la respuesta, la misma puede
ser considerada insignificante [158-160]. En particular, en un trabajo de Ramirez y colaboradores se

describié que en el caso de dar una segunda dosis, o boost, con un vector MVA recombinante
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(MVAr), la inmunidad tanto celular como humoral frente a los antigenos recombinantes resulté
significativamente mayor en el grupo de animales que habian sido preinmunizados con el vector
MVAr en lugar de aquellos que habian recibido como prime, la cepa replicativa Western Reserve
recombinante (WRr). Esto a su vez, se correlaciond con mayores niveles de expresion del antigeno
fordneo luego del boost, demostrando los beneficios y efectividad de MVA como vector vacunal para
ser utilizado en esquemas de inmunizacidn que incluyan varias dosis, o en caso de inmunidad

preexistente frente a VACV [123].

Finalmente, se ha demostrado ampliamente que el MVA es avirulento e incapaz de replicar in vivo en
mamiferos, incluso en animales y/o humanos inmunosuprimidos, utilizando multiples rutas de
inoculacion, entre ellas la intracerebral [161]. Con respecto a este punto, es interesante destacar un
trabajo en el que analizaron diversas rutas de inoculacién de MVA en un modelo murino, revelando
que la via utilizada influye en la biodistribucién de MVA. Ya sea que la misma sea intraperitoneal o
subcutanea, la distribucidn se vera reflejada en practicamente todos los tejidos (tejidos no-linfoides,
ganglios linfaticos y bazo). En el caso que la inoculaciéon sea intranasal, se restringe al tejido linfoide
asociado a nasofaringe o NALT (por sus siglas en inglés nasal-associated-lymphoid-tissue), pulmones
y ganglios linfaticos drenantes de pulmadn, sin signos de inflamacidon en sistema nervioso central.
Luego de 48 horas estos autores no detectaron virus a lo largo de los tejidos, sugiriendo un rapido
clearance viral, consistente con el hecho que MVA sea una cepa atenuada incapaz de producir

progenie viral [162].

Debido a la relevancia que los vectores MVA poseen actualmente en relacidon al desarrollo de
vacunas, hay una necesidad sustancial de incrementar el potencial inmunogénico de este vector.
Numerosas vacunas basadas en MVA estan siendo desarrolladas con el fin de, en un futuro, ser
utilizadas frente a diversas enfermedades infecciosas como HIV/SIDA, Malaria, Tuberculosis como asi
también, diferentes tipos de cancer [22, 163-166]. Estudios previos demostraron que es posible

aumentar la inmunogenicidad del vector MVA y generar una respuesta inmune de mayor magnitud y
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mejor calidad, si se delecionan genes virales implicados en la evasién de la respuesta inmune [90,
167, 168]. No obstante, otros trabajos describen que la delecidon de determinados genes virales de
evasion al sistema inmune, de manera individual o conjunta no produjeron, aparentemente,

resultados beneficios en relacion al incremento del potencial inmunogénico de MVA [101, 102, 169].

En este trabajo de tesis, se generd un vector MVA al cual se le delecioné un segmento del genoma
conteniendo los genes A44L y A46R (MVAAA44L-A46R). Teniendo en cuenta que los productos de los
genes A46R y C12L se encuentran inter-relacionados funcionalmente y considerando, ademas, los
resultados previos obtenidos por nuestro grupo [90], también resultd interesante incluir la delecidn

del gen C12L (MVAAC12L/AA44L-A46R).

Debido a la estrategia utilizada para delecionar los genes A44L y A46R, que incluye la escisién del
segmento entero, el gen A45R que se encuentra contenido entre ambos genes también resultd
eliminado. No obstante, el producto de este gen se ha descripto como una proteina con similitud a la
superoxido-dismutasa (Superoxide dismutase-like protein), que en MVA contiene una delecién de 12
nucledtidos que conlleva finalmente a que la proteina sea enzimdticamente inactiva [57, 170].
Debido a esto se descarté cualquier posibilidad de que la ausencia de este gen tuviera un efecto

sobre la inmunogenicidad de MVA.

Como primera medida, se analizdé mediante técnicas de biologia molecular que los genes
seleccionados (C12L, A44L y A46R) habian sido efectivamente eliminados del genoma de MVA. Se
realizaron PCRs a partir del genoma de los vectores generados y en ningln caso se detectd
amplificacion de los genes, como tampoco se evidencid la presencia de ARN mensajero especifico

por RT-PCR en cultivos infectados.

A continuacidn, se estudid si la delecién de los genes seleccionados afectaba de alguna manera la
replicacion y/o capacidad infectiva de los virus delecionados en relacién al MVAwt. Mediante curvas
de crecimiento realizadas en la linea celular BHK-21, permisiva para MVA, se determind in vitro la

cantidad de virus presente en las fases intra y extracelular y se concluyé que ninguno de los genes
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afectaba la replicacion viral. Asimismo, la capacidad de infectar células presentadoras de antigeno,
como la linea celular THP-1 (derivadas de monocitos humanos) no se vio alterada en el vector

MVAAA44L-A46R ni en el MVAAC12L/AA44L-A46R, con respecto al MVAwt.

Estos resultados indican que los genes delecionados no solo no afectaron la eficiencia en la cinética
de multiplicacidn viral, sino que ademas contindan manteniendo la misma capacidad de infectar y

expresar genes virales en una linea celular macrofagica en comparacién con el vector MVAwt.

Luego de demostrar molecularmente la ausencia de los genes, y que estos no resultan necesarios
para la replicacion del virus, se considerd relevante analizar si la ausencia de los mismos se traducia
en una falta, o al menos en la disminucién, de la funcidn biolégica especifica del gen asociada con la
evasion de la respuesta inmune del huésped. En algunos casos, a pesar de estar ausentes los genes,
las funciones biolégicas pueden llegar a verse reemplazadas por la presencia de genes redundantes,
o la mera infeccién en el contexto celular podria no reflejar biolégicamente la delecion de los genes
seleccionados. Es importante destacar que de los numerosos trabajos relacionados con esta
estrategia de optimizacién de vectores que incluye la delecién de genes inmunomoduladores, son
escasas las publicaciones en las que se evalla conjuntamente la ausencia de la actividad bioldgica

relacionada con el gen eliminado [84, 171, 172].

Como se menciond al inicio de este trabajo de tesis, el gen C12L codifica para una proteina de unién
a IL-18 (IL-18bp), citoquina descripta en 1989 como el “factor de induccién de IFN-y” [173] y que, al
igual que la IL-1B, es sintetizada como un precursor inactivo que posteriormente se cliva y es
secretado al exterior celular [174]. Una vez alli, se une a la cadena o del receptor de IL-18, formando
un complejo que recluta a la cadena B del mismo, y de esta forma activa la via de sefializacién de NF-
kB que finaliza con la produccion de IFN-y. La IL-18bp enddgena, miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas [175], se secreta en forma constitutiva y actia como un regulador natural de la
actividad proinflamatoria de IL-18, ya que posee una alta afinidad por esta citoquina, incluso

significativamente mayor a la afinidad de unién a la cadena o del receptor [176]. De esta manera, al
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unirse la IL-18bp a la IL-18 se disminuye la producciéon de IFN-y y de otras citoquinas pro-

inflamatorias [177].

En un trabajo anterior de nuestro grupo, se demostrd la actividad biolégica de C12L mediante un
ensayo en donde la presencia de la IL-18bp proveniente del sobrenadante de células infectadas con
MVAwt, inhibia la produccién de IFN-y en esplenocitos activados [90]. En este trabajo de tesis se
reprodujo el mismo tipo de ensayo, pero en este caso para determinar la presencia/ausencia de la
actividad de este gen en los dos nuevos vectores generados (MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-
A46R). Consistentemente con lo descripto en el trabajo de Falivene y colaboradores, se observé un
aumento en la produccion de IFN-y solo cuando el gen C12L se encontraba ausente, es decir, en la

gue se utilizé al vector MVAAC12L/AA44L-A46R.

En relacién a la funciéon bioldgica de A44 (enzima con similitud a la 3B-HSD humana) son pocos los
reportes en los que se describe la actividad biolégica de esta proteina viral. Sélo existe un trabajo
que data de 1998 en el que se detalla la actividad de esta enzima para diversas lineas de VACV,
incluyendo el MVA [111]. En este trabajo de tesis se describe la presencia de la actividad enzimatica
de la proteina A44 en el contexto de la infeccidn por el virus MVA, evidenciada en un ensayo in vitro
de cultivos celulares infectados con los distintos vectores, en el cual se midid la conversidon de
progesterona a partir de pregnenolona exdgena por parte de la enzima aportada por el vector
MVAwt, y consistentemente con este resultado, la ausencia de produccion de esteroides en las

células infectadas con los MVA delecionados (MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R).

Finalmente, se evalué el efecto de la ausencia del gen A46R mediante la cuantificacion de
marcadores pro-inflamatorios producidos luego de la infeccidon de la linea celular THP-1 con los
distintos vectores estudiados (MVAwt, MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R). La linea celular
THP-1 deriva de monocitos humanos, y para estos ensayos las células fueron diferenciadas a
macréfagos adherentes. Como ya se detalld en la Introduccién, esta reportado que la proteina A46

interrumpe las vias de sefializacion de ciertos receptores TLR ya que se asocia al dominio TIR de
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estos, impidiendo la unién de proteinas adaptadoras como MyD88, Mal, TRIF y TRAM, bloqueando
de esta manera, la interaccién con el receptor. Esto trae como consecuencia una disminucién tanto
en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como de interferones de tipo | [96, 98]. Esto fue
demostrado en el trabajo de Stack y colaboradores [96] donde estimularon células HEK estables para
el receptor TLR-4 con LPS y al mismo tiempo las transfectaron con cantidades crecientes de A46, y
determinaron mediante la expresién de IL-8 el nivel de activacidn de la via de TLR-4. Con este ensayo
in vitro, lograron determinar como la proteina A46 era capaz de bloquear la accién de MyD88, ya que
la produccion de IL-8 disminuia en funcion del aumento de A46. Por otro lado, estudios previos
demostraron que la produccién de la IL-1B madura luego de la infeccion con MVA requiere de un
crosstalk entre el TLR-2 acompafiado del adaptador MyD88 y el inflamosoma NALP-3 [178]. Es por
eso que en este caso se opté por la mediciéon de IL-1B como uno de los ultimos productos
provenientes de la activacidon de vias que contienen al adaptador MyD88. En este caso se logré
determinar un aumento de IL-1B en los sobrenadantes de THP-1 infectadas con MVAAA44L-A46R o
MVAAC12L/AA44L-A46R comparados con el MVAwt, lo cual fue un indicio de la ausencia de funcién

bioldgica del gen A46R en los MVA delecionados.

Los estudios de inmunogenicidad mostraron que las respuestas T-CD8" y T-CD4" contra epitopes de
VACV resultaron significativamente incrementadas a los 7 dias post-infeccion en los animales
inoculados con MVAAA44L-A46R y MVAAC12L/AA44L-A46R. Esto se determind por ensayos de
ELISPOT y ELISA, donde el nimero de células productoras de IFN-y e IL-2 (especificas frente a
epitopes VACV) se vio aumentado en los grupos que incluyeron a los vectores delecionados, como asi
también la produccién especifica de IFN-y y TNF-o determinados en los sobrenadantes de
esplenocitos estimulados con péptidos de VACV. Mds importante aln, y teniendo en cuenta que la
finalidad de la optimizacion de este vector es en ultima instancia ser utilizado como plataforma para
el desarrollo de vacunas, la respuesta adaptativa que se despliegue en la fase de memoria es de
suma importancia. En este sentido, al evaluar la respuesta celular frente a epitopes CD4" como CD8"

a los 45 dias post-infeccidn, las diferencias entre el MVAwt y los vectores delecionados observadas
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en la etapa aguda de la respuesta inmune no solo se mantuvieron, sino que en algunos casos estas

diferencias fueron incrementadas.

Otra caracteristica importante a ser evaluada en cuanto a la respuesta inmune inducida por un
vector ademas de la magnitud, es la calidad de la respuesta generada. En este caso, analizamos este
7 . . . s + . 7
aspecto en términos de la capacidad de degranulacién de las células T-CD8" simultdneamente con la
capacidad de secretar IFN-y. Los animales inmunizados con los vectores delecionados generaron
mayores niveles de células T-CD8" positivas para los marcadores CD107a y CD107b y a su vez para
IFN-y, en relacion al MVAwt. Esta bifuncionalidad de células T-CD8" evaluada por citometria de flujo,
ha sido asociada en trabajos previos a su eficacia in vivo, ya que se observé que se relaciona en forma

directa con un mejor estado clinico en pacientes infectados con HIV [179].

Las células T de memoria constituyen, junto con las B de memoria, las bases de la memoria
inmunolégica. Se generan luego de la exposicién a los diversos patdégenos durante los primeros 10 a
20 afios de vida, y su proporcién y funcionalidad se mantienen estables durante toda la adultez,
hasta los 65-70 afios donde comienza la etapa de inmunosenescencia [180]. El compartimento de
células T de memoria luego del segundo encuentro con el antigeno, logra ejercer rapidamente su
funcionalidad efectora, ya sea eliminando a las células infectadas y/o secretando citoquinas
inflamatorias que inhiban la replicacién del patégeno [181]. Esto, sumado a su localizacidn
anatdmica, cercana a los sitios de entrada de patdgenos como a su longevidad, debido a la
posibilidad de auto-renovacién, le proporcionan la capacidad de conferir inmunidad protectiva a
largo plazo, transformdndose en uno de los compartimentos celulares mas importantes relacionados
con la proteccidn frente a diversos patégenos. De este contexto se puede deducir la importancia de
este compartimento celular en cuanto a la proteccion frente a patogenos, y que la induccién de altos

niveles de células de memoria efectiva es una finalidad que se pretende lograr tras una vacunacion.

En humanos, las células de memoria se distinguen clasicamente por la expresidn del antigeno comun

de leucocitos CD45 en su variante de splicing mas liviana conocida como CD45R0 y la ausencia de la
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isoforma mas pesada CD45RA (CD45RO'CD45RA"), dentro de la cual se pueden distinguir a su vez,
otras subpoblaciones de memoria de caracter heterogéneo y con diversas funciones. En 2004,
Sallusto y colaboradores [182] identificaron esta diversidad celular en sangre periférica basandose en
la expresion del marcador CCR7, receptor de quimioquinas que dirige a las células a ganglios
linfaticos (homing). En funcién de la combinacidn de estos marcadores, los autores identificaron a las
células naive o “sin activar” como aquellas que expresan predominantemente el receptor CCR7,
como reflejo de su paso por los tejidos linfaticos; mientras que las células T de memoria las
subdividieron en T de memoria central CD45RA"CCR7" (Tyc), situadas en érganos linfaticos y T de
memoria efectora CD45RA"CCR7™ (Tye) las cuales son capaces de migrar a los tejidos periféricos. En
los ultimos afios, y con la posibilidad de incluir ain mas marcadores celulares, se identificd una nueva
subpoblacién celular denominada células stem-cell de memoria (Tscy), semejantes a la poblacion
naive (CDA5RA'CD4A5RO™CCR7") pero que a su vez expresan la cadena B para el receptor de IL-2 (IL-

2RB), CD95, CXCR3 y LFA-1 [183].

Las células Tye se caracterizan por poseer una gran capacidad de producir IFN-y (caracteristico de
funciones efectoras asociadas particularmente a perfiles Th1 o citotdxicos), mientras que la secrecion
de IL-2, asociada a la proliferacion celular T y expansién clonal, es practicamente nula. En el polo
opuesto se encuentra la poblacién de las Tscw con gran capacidad de sintesis de IL-2 pero baja de IFN-
v. Por su parte las células Tyc son las encargadas de producir los mas altos niveles de IL-2, y en
consecuencia poseen la mayor capacidad proliferativa, y los niveles de secrecién de IFN-y pueden

considerarse intermedias entre las Ty Y Tsem [180].

Estas poblaciones celulares tienen su correlato fenotipico y funcional en ratones, definiéndose como
se detallé en Resultados en base a la combinacidn de los marcadores CD44 y CD62L [134, 137-139,
174], sumando a la poblacion CD44CD62L" de células efectoras [184], que en este trabajo se
denominaron como “memoria efectora terminal”, aunque en otros trabajos las caracterizan como

“efectoras activadas” [185].
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Teniendo en cuenta esto Ultimo, se analizd la distribucion de las distintas subpoblaciones de
memoria dentro de las células T-CD8" bifuncionales, y como era de esperarse, el mayor porcentaje de
células positivas para CD107a/b e IFN-y se concentré alrededor de las T de memoria efectoras (Tye).
Es importante remarcar que la diferencia observada en cuanto al MVAwt y los MVA delecionados en
relacién a la proporcién de T-CD8" bifuncionales, se mantuvo al realizar este sub-analisis. Con lo cual,
se puede pensar que esa diferencia observada a nivel de células T-CD8" totales estaba aportada casi
en su totalidad por el compartimento de memoria efectora. Estos resultados son comparables a los
obtenidos por Garcia-Arriaza y colaboradores [186], donde utilizaron un vector MVA delecionado
para C6L, K7R, y A46R recombinante para antigenos del virus Chikungunya (CHIKV). En este trabajo
observaron que el porcentaje de células de memoria T-CD8" especificas para CHIKV fue mayor en los
animales inmunizados con el vector delecionado recombinante para CHIKV, en relacién a los que
recibieron el MVAwt recombinante, y particularmente la mayor proporcion se vio en la subpoblacién
de células de memoria efectora (Tye). En otro trabajo de los mismos autores [86], pero donde
utilizaron un esquema de vacunacién ADN-MVA contra HIV, observaron que la induccion de células
de memoria T-CD8" especificas era mayor en el esquema que incluia el MVA delecionado (en este
caso para el gen N2L, inhibidor de IRF3) frente al MVAwt, y en concordancia con lo anterior, el mayor
porcentaje estaba dado dentro de las células T de memoria efectora (Tye). Los resultados de este
trabajo de tesis, junto con los descriptos anteriormente [86, 186] indican que el MVA como vector
vacunal es un potente inductor de células T de memoria, especialmente de memoria efectora,
caracteristica que se ve potenciada cuando se incluyen deleciones de ciertos genes

inmunomoduladores.

Ademas de la bifuncionalidad y la generacién de células de memoria especificas, otra propiedad
deseable que se pretende forme parte de una vacuna y que define la calidad de la respuesta inducida
[27], es la capacidad proliferativa de las células luego del segundo encuentro con el antigeno. En
estos ensayos, logramos detectar que los niveles de proliferacidén en células T especificas para VACV,

tanto para T-CD4" como para T-CD8" en aquellos animales que habian sido inmunizados con los
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vectores delecionados fueron significativamente mayores en relacién al grupo MVAwt, y
notablemente, el grupo inmunizado con el MVAAC12L/AA44L-A46R fue el que mostrd la mayor
capacidad proliferativa. Haciendo un analisis mas minucioso de cudles eran las subpoblaciones de
memoria involucradas en la proliferaciéon frente al estimulo especifico, se observé que en el caso de
las T-CD4" las diferencias con el MVAwt y el MVAAA44L-A46R se daban a lo largo de los cuatro
compartimentos de memoria (stem-cell de memoria, memoria central, memoria efectora y memoria
efectora terminal); mientras que en el caso de las T-CD8’, la diferencia se vio solo en las células de

memoria central y memoria efectora.

Los vectores vacunales derivados de poxvirus han sido percibidos en el campo del desarrollo de
vacunas como pobres inductores de una respuesta de anticuerpos [20]. Sin embargo en los ultimos
anos, resultados de numerosos ensayos clinicos en humanos como estudios en modelos animales,
sugieren que estos vectores pueden ser utilizados exitosamente para estimular la produccién de
anticuerpos por parte de células B [69, 187-189]. Es por eso que se midieron, en la etapa de
memoria, los niveles de IgG total, IgG1 e 1gG2a, en el suero de ratones inmunizados con los distintos
vectores. Se encontraron altos niveles de anticuerpos generados frente a VACV, sin embargo, no se
encontraron diferencias entre los niveles inducidos por el MVAwt con respecto a los MVA
delecionados. Una posible explicacion podria deberse a los resultados obtenidos luego de la
caracterizacién de la respuesta inmune innata (discutido mas adelante), donde se observd un
aumento de citoquinas relacionadas principalmente con la promocién de respuestas inmunes

celulares, por parte del vector MVAAC12L/AA441-A46R.

Debido a que el enfoque de este trabajo de tesis no estaba centrado en el estudio de la respuesta
humoral generada por la inmunizacién con MVA, no se profundizé el andlisis de la respuesta de
anticuerpos. En este sentido, si se hubiera realizado una cuantificacién de anticuerpos por el método
de dilucion limite, quizd se hubieran podido hallar diferencias significativas entre los grupos, o la

ausencia de diferencias entre ellos hubiese cobrado mas robustez.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, observamos que si bien a nivel de
magnitud de la respuesta, ambos vectores delecionados no mostraban diferencias entre ellos, al
estudiar mas en detalle la calidad de la misma, observamos que el vector con las tres deleciones tuvo
un mejor desempefio. Es por ello que, en la siguiente parte de este trabajo de tesis, se continud con

la caracterizacion del vector MVAAC12L/AA44L-A46R en relacion al MVAwt.

Con la finalidad de profundizar el estudio de la capacidad citotéxica de las células T generadas luego
de la inmunizacién con los distintos MVAs, la cual fue caracterizada previamente a través de la
presencia del marcador CD107, se realizd un ensayo de citotoxicidad in vivo. Si bien en las
condiciones ensayadas no observamos diferencias entre los vectores, si se pudo demostrar
fehacientemente la capacidad citotdxica de estas células T-CD8". Posteriormente, se realizé un
ensayo de funcionalidad in vitro, en condiciones mas controladas, y en este caso se pudo observar
una mayor capacidad citotoxica en las células provenientes del grupo inmunizado con el vector
MVAAC12L/AA44L-A46R con respecto al MVAwt, confirmando de alguna manera lo observado por
citometria de flujo en cuanto a la expresion del marcador de degranulacion CD107. Este tipo de
ensayos funcionales ya sean in vitro, o mejor aun in vivo, son de gran importancia cuando se quiere
evaluar la capacidad citotéxica de las células ya que no solo contemplan la interaccién entre las
mismas (células efectoras y células blanco) sino que ademas tienen en cuenta, especialmente en el
ensayo in vivo, el microambiente en el cual se desarrollan, pudiendo brindar de esta manera mayor
informacidn que la otorgada por la caracterizacion in vitro a través de la expresidon de marcadores de

superficie.

Si bien se ha reportado que los genes A44L, A46R y C12L contribuyen a la virulencia de infecciones
por VACV [91, 96, 105, 190], los distintos andlisis de diversos trabajos en cuanto a los efectos de la
delecién de estos genes son, en cierta forma, contradictorios. Trabajos como el de Perdiguero y
colaboradores [100] o el de nuestro grupo [90] refieren el aumento de inmunogenicidad en vectores

atenuados derivados de Vaccinia (como NYVAC o MVA) luego de delecionar estos genes

132



DIsCusiION

inmunomoduladores. Sin embargo, otros autores que emplearon el sistema MVA-BAC para
delecionar genes del genoma de MVA reportaron que ni la ausencia de A46R ni de A44L del genoma
de MVA resultaron en una mejora en la respuesta celular T [102]. Mds recientemente, los mismos
autores reportaron que la delecion en cluster de numerosos genes inmunomoduladores (incluyendo
B15R, A46R, A44L entre otros) también fracasd en aumentar la frecuencia de células T-CD8" frente a
antigenos especificos, tanto en una etapa aguda de la respuesta como de memoria [101]. Por su
parte, Summer y colaboradores reportaron que la delecion en conjunto de los genes
inmunomoduladores C6L, K7Ry N1L del genoma de VACV logré atenuar el vector, pero esto no se vio

reflejado, acorde a los autores, en un aumento de la inmunogenicidad [169].

Los diferentes procedimientos metodoldgicos podrian explicar las discrepancias que se observan
entre diversos trabajos, pero existen caracteristicas importantes que deben ser evaluadas con el fin
de determinar si la eliminacion de ciertos genes, aumenta efectivamente la inmunogenicidad de un
vector. Entre estos aspectos importantes, la evaluacién de la ausencia de funcién biolégica de los
genes en cuestion (la cual ya fue discutida previamente) es un factor primordial como asi también, el
analisis in vivo de la respuesta innata generada por los nuevos vectores modificados. En este sentido,
en el trabajo de Perdiguero y colaboradores [100], la respuesta innata fue demostrada de manera
indirecta, sin embargo en ninguno de los trabajos en los que se empled la plataforma MVA-BAC para
delecionar C12L, A44L y A46R [101, 102], o en el que delecionaron genes a partir de la cepa
replicativa de VACV [169], demostraron que los nuevos vectores delecionados indujeran cambios en
la respuesta innata del huésped o, en ultima instancia, en las vias de seiializacidn en la que estos

genes estan involucrados.

La respuesta inmune adaptativa primaria frente a la mayoria de los patdgenos es iniciada en los
ganglios linfaticos regionales que drenan los sitios periféricos a la exposicién al antigeno. Este
principio también aplica a la vacunacion [191], es por esto que el analisis de la respuesta innata

generada en los ganglios linfaticos resulta de suma importancia.
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En un trabajo reciente, se analizo la respuesta innata in vivo contra MVA cuantificando citoquinas en
suero luego de una inoculacién intravenosa, la cual no es una via utilizada frecuentemente como ruta
de inmunizacién [192]. En muchos otros trabajos en los que se realizaron estudios sobre MVA
delecionados [78, 101, 102, 167] no se incluyeron ensayos en los que se haya realizado una
caracterizacion de la respuesta innata inducida por el vector delecionado. Nuestros resultados
demostraron que a tiempos cortos post-inmunizacidn, entre las 4 y las 30 horas, el vector
MVAAC12L/AA44L-A46R indujo altos niveles de IL-12 e IFN-y con respecto al MVAwt en ganglios
inguinales y suero, respectivamente. Estas citoquinas son clave en la generacién de una respuesta
inmune celular por parte de la poblaciéon T [193-195]. La IL-12 actua directamente sobre las células T
y células NK favoreciendo la produccidon de IFN-y y la proliferacidn de estos tipos celulares, una vez
activados. Ademas, promueve la generacion de linfocitos T citotdéxicos y aumenta la actividad
citotoxica induciendo la expresion de genes relacionados con granzimas y perforinas [196].
Conjuntamente, el vector MVAAC12L/AA44L-A46R también indujo un mayor aumento de IL-1B en
relacion al MVAwt. Por su parte, se ha reportado que esta citoquina tiene efectos relacionados al
mejoramiento de células T-CD4" [197], y |a respuesta antigeno especifica de células T-CD8" [198]. Por
otro lado, la presencia de IL-1B a su vez, favorece la produccion de IL-12 por parte de células NK [199]
y células dendriticas, y el sinergismo de ambas citoquinas en células T promueve la produccién de

IFN-y [200], estimulando atin mas el desarrollo de respuestas de tipo Th1.

Finalmente, se observé una tendencia en la que el vector que incluia las tres deleciones
(MVAAC12L/AA44L-A46R) indujo niveles de ARNm de IFN-B superiores a los generados por los
ratones inmunizados con el MVAwt. Este mediador antiviral es considerado como una “tercer sefal”
sumamente importante en la generacion de respuesta de memoria ya que se postula que tiene la
capacidad de modelar los conjuntos de células T efectoras y de memoria [201]. Asimismo, estudios
previos demostraron que la produccion de interferones de tipo | juega un rol esencial para vincular la
respuesta inmune innata y adaptativa frente a infecciones por VACV [202] y que, adem3s, el IFN-3 es

capaz de promover la expansion de células T-CD8" especificas para MVA [142].
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Una de las limitaciones de este trabajo de tesis radica en que no se generaron vectores con las
deleciones simples de los genes seleccionados (MVAAA44L, MVAAA46R), de manera de comparar la
respuesta generada por estos en relacién al MVAAA44L-A46R o el MVAAC12L/AA441L-A46R, como
tampoco se realizaron revertantes para reintroducir los genes eliminados. Por otro lado, no se
realizaron ensayos de desafio de los animales inmunizados con cepas virulentas (como la cepa
replicativa WR) sin embargo, mediante ensayos de citotoxicidad se pudo observar que las células T

generadas fueron capaces de responder funcionalmente frente a los antigenos.

Finalmente, a los vectores utilizados no se les introdujo ningln epitope foraneo como algun antigeno
de HIV, Mycobacterium tuberculosis o Plasmodium falciparum para determinar cdmo era la
respuesta inmune generada frente al mismo. Este punto, si bien es una limitante del trabajo, deja
abierta la posibilidad de continuar con esta linea de trabajo ya que, habiendo obtenido resultados
alentadores en cuanto a la respuesta generada frente al mismo vector, es factible generar un
recombinante utilizando como plataforma el vector MVAAC12L/AA44L-A46R, que fue aquel que

demostré el mejor desempeiio en cuanto a la respuesta inmune generada.

Pese a las limitaciones presentadas, en este trabajo se logré demostrar que la delecién conjunta de
los genes inmunomoduladores A44L, A46R y C12L generd una respuesta inmune adaptativa de mayor
magnitud y mejor calidad, acompafiada de una mejor respuesta en la etapa innata. Estas
caracteristicas, sumadas a la posibilidad de introducir practicamente cualquier antigeno en el vector,

lo posicionan como una de las plataformas para el desarrollo de vacunas mas prometedoras.

Siguiendo con esta linea de trabajo, y en base a algunos resultados preliminares, en los préximos
afios se continuara con el estudio de la interaccién de los vectores delecionados con el sistema
inmune innato humano. En este sentido, y como medida del potencial vacunal de los vectores, se
pretende evaluar la capacidad de los mismos de modular, en células presentadoras de antigeno,
distintos mecanismos relacionados con la generacion de posteriores respuestas adaptativas, como la

regulacidon de la expresién de moléculas co-estimulatorias o el patrén de citoquinas secretadas. Este
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anadlisis comenzd a realizarse con muestras humanas de donantes sanos, particularmente en
poblaciones de monocitos provenientes de sangre periférica. No obstante, posiblemente una de las
preguntas interesantes por responder se ve inmersa en el campo de la infeccién con HIV, donde aun
no se han realizado estudios en profundidad que evallen este potencial como vacuna en muestras
de pacientes HIV" bajo tratamiento antiretroviral, de manera de determinar si los MVA delecionados
podrian ofrecer alguna ventaja respecto del MVAwt. Actualmente se estan evaluando posibles
estrategias de cura de HIV a nivel experimental, donde se plantea la vacunacion frente a antigenos
del propio virus para potenciar respuestas citotdxicas, en grupos de pacientes infectados y que se
encuentren bajo tratamiento. Muchas de estas vacunas estdn basadas en vectores MVA o
adenovirales. Por otro lado, se estudiara el potencial vacunal de estos vectores delecionados
combinados con antigenos de Mycobacterium tuberculosis, proyecto que se llevard a cabo en

colaboracidn con el laboratorio de la Dra. Verdnica Garcia (IQUIBICEN-CONICET, FCEN, UBA).
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El motor de la ciencia es la curiosidad con las preguntas constantes: ¢Y eso como es? ¢En qué
consiste? ¢ Como funciona? Y lo mds fascinante es que cada respuesta trae consigo nuevas
preguntas. En eso los cientificos les llevamos ventajas a los exploradores, cuando creemos

haber llegado a la meta anhelada, nos damos cuenta de que lo mds interesante es que
hemos planteado nuevos problemas para explorar.

- César Milstein
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En suma, este trabajo describe por primera vez que la deleciéon simultdnea de los genes A44L, A46R y
C12L (MVAAC12L/AA441-A46R) del genoma de MVA se trasladd en un aumento significativo de la
respuesta adaptativa de células T-CD4" y T-CD8" frente a antigenos del propio vector, en términos de
magnitud y calidad de la respuesta como también una mejor respuesta innata. Brevemente se

detallan las principales conclusiones obtenidas a lo largo de este trabajo de tesis:

- Losgenes C12L, A44L y A46R no son esenciales para la replicacion viral de MVA.

- Los vectores delecionados (MVAAA44L-A46R y MVAACI12L/AA441L-A46R) generaron una
respuesta T-CD4" y T-CD8" de mayor magnitud contra péptidos VACV en comparacién al

MVAwt, tanto en esplenocitos como en células de ganglio inguinal.

- Este aumento en la magnitud por parte de los MVA delecionados no solo se observé en la
etapa aguda de la respuesta inmune adaptativa, sino que se mantuvo en la etapa de

memoria.

- Elvector MVAAC12L/AA44L-A46R fue el que generd la respuesta inmune adaptativa de mejor
calidad, ya que indujo una mayor proliferacién de células T-CD4" y T-CD8" especificas, y

mayor proporcién de T-CD8'CD107 IFN-y".

- Finalmente, este vector estimuld una mayor produccidon de mediadores solubles claves en el
desarrollo de respuestas inmune celulares a tiempos cortos post-inmunizacién, en ganglios

inguinales préximos al sitio de inoculacion.

La estrategia adoptada en este trabajo en la cual se delecionaron genes inmunomoduladores de
manera simultanea del genoma de MVA, logré aumentar la inmunogenicidad del vector generando
una respuesta inmune robusta en los tejidos evaluados, optimizando las caracteristicas del virus

como vector vacunal. Esto lo convierte en una herramienta de gran utilidad y con gran potencial para
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ser utilizado en el desarrollo de vacunas que requieran despertar potentes respuestas celulares ya
sea con fines preventivos o terapéuticos. Es importante continuar investigando en este campo de
manera de mejorar el disefio de regimenes de vacunacién que finalmente resulten en el desarrollo
de nuevas vacunas, sobretodo en éareas de extrema necesidad, como lo son HIV/SIDA, malaria,

tuberculosis, y cancer.
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[...] si desean ardientemente investigar, deberian hacerlo por todos los medios. Nada deberia
interponerse al deseo intenso de dedicar la vida a la Ciencia. Si tienes el anhelo de llevar a
cabo investigacion cientifica [...]: jhazlo! Dificilmente alguna otra cosa te dard tanta
satisfaccion y, sobre todo, tal sentido de logro.

Severo Ochoa
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Abstract: MVA is an attenuated vector that still retains immunomodulatory genes. We have

previously reported its optimization after deleting the CI12L gene, coding for the 1L-18 binding-protein.

Here, we analyzed the immunogenicity of MVA vectors harboring the simultaneous deletion of
A44L, related to steroid synthesis and A46R, a TLR-signaling inhibitor (MVAAA441-A46R); or also
including a deletion of CI2L (MVAACI2L/AA441-A46R). The absence of biological activities of
the deleted genes in the MVA vectors was demonstrated. Adaptive T-cell responses against
VACV epitopes, evaluated in spleen and draining lymph-nodes of C57Bl/6 mice at acute /memory
phases, were of higher magnitude in those animals that received deleted MVAs compared to
MVAwt, MVAACI2L/AA44L-A46R generated cellular specific memory responses of higher quality
characterized by bifunctionality (CD107,,,* /IFN-y*) and proliferation capacity. Deletion of
selected genes from MVA generated innate immune responses with higher levels of determining

cytokines related to T-cell response generation, such as IL-12, IFN-y, as well as IL-1p and [FN-f.

This study describes for the first time that simultaneous deletion of the A44L, A46R and CI2L
genes from MVA improved its immunogenicity by enhancing the host adaptive and innate immune
responses, suggesting that this approach comprises an appropriate strategy to increase the MVA
vaccine potential

Keywords: MVA; vaccine; T-cell response
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Ademas, parte de este trabajo fue presentado en el Congreso Argentino de Virologia 2015 y fue

premiado como el mejor trabajo en la categoria de Virologia Humana.

“Delecion de genes inmunomoduladores del genoma de MVA: efecto sobre su inmunogenicidad”
MP Holgado, MP del Medico-Zajac, J Falivene, CA Maeto, MF Pascutti, G Calamante, MM Gherardi

El virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) aun conserva genes relacionados con la evasion de la
respuesta inmune del huésped. Previamente, nuestro grupo reportd la optimizacién del potencial
vacunal de este vector al cual se le habia delecionado el gen C12L, que codifica para una proteina de
unién a IL-18. En este trabajo analizamos la inmunogenicidad del vector MVA luego de la delecidn
dos genes virales: el A44L, implicado en la sintesis de hormonas esteroideas, y el A46R, que inhibe la
sefializacion de receptores Toll (MVAAA44L-A46R: MVAd). Como asi también el analisis de las tres
deleciones en simultaneo (MVAAC12L/AA44L-A46R: MVAL).

Para ello, ratones C57BL/6 fueron inmunizadas por via intramuscular con el virus salvaje (MVAwt) o
los virus delecionados (AMVAs). Evaluamos la respuesta celular T frente a epitopes del virus Vaccinia
a los 7 y 45 dias post-inmunizacién (dpi), correspondientes a las etapas de respuesta aguda y de
memoria, respectivamente, en bazo y ganglios iliacos. La proporcidn de células productoras de IFNy e
IL-2 se evalud mediante ELISPOT y la produccidon de citoquinas a través de ELISA. Asimismo,
analizamos el porcentaje de T-CD8 citotdxicas por citometria de flujo, mediante la expresién de
CD107, como también la proliferacién de las distintas subpoblaciones de memoria valiéndonos de la
sonda CFSE y la expresion de CD44 y CD62L. Para estudiar la respuesta innata inducida por el virus, se
inmunizaron ratones con el MVAwt y el MVAt, y se evalué por ELISA el patrédn de citoquinas
producido entre las 0 y 30 horas post-inoculacion (hpi).

A los 7 dpi, los AMVAs indujeron un aumento significativo en el nimero de T-CD8 y CD4 productoras
de IFNy especificas contra Vaccinia en comparacién al MVAwt, como asi también en el numero de T-
CD8 productoras de IL-2. Este incremento, también se observd a los 45 dpi. El porcentaje de T-CD8 de
memoria que proliferd luego de la estimulacién fue mayor en el grupo inmunizado con MVAt (6%)
que en el MVAwt (3%), obteniéndose resultados similares en la poblacion T-CD4 (7% vs 1%
respectivamente). Dentro de las células que proliferaron, el MVAt indujo una mayor proporcion de
células de memoria central (Tyc:37%) y de memoria efectora (Twe:25%) versus el MVAwt
(Tmc:20%, Tye:11%). Resultados similares se obtuvieron para la poblacién T-CD4 (Tyc:37%,Twe:16% y
Tmc:8%,Twe:2% respectivamente). Sumado a esto, los AMVAs indujeron mayor porcentaje de T-CD8
especificas productoras de IFNy y con capacidad citotdxica. Finalmente observamos que el MVAt
produjo mayores niveles de IFNy e IL-12 a las 20 y 30 hpi en comparacidn al MVAwt.

La delecidn simultdnea de genes especificos del genoma de MVA, cuyas funciones se encuentran
inter-relacionadas, compone una estrategia apropiada para aumentar el potencial vacunal de este
vector, creando una herramienta Util y versatil, para ser utilizada en el desarrollo de vacunas frente a
infecciones tales como HIV, Malaria y Tuberculosis.
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