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Resumen

ESTUDIO DE LA ACCION DE CONSTRUCCIONES PEPTIDICAS DENDRIMERICAS COMO VACUNA
CONTRA LA FIEBRE AFTOSA EN BOVINOS

RESUMEN

El virus de la fiebre aftosa (VFA) causa una enfermedad altamente contagiosa entre animales
con pezuia hendida. Los brotes de la enfermedad causan pérdidas econdmicas graves para la
industria agropecuaria por lo que su control es de alta importancia. El control de la fiebre aftosa
(FA) en areas endémicas se realiza por vacunaciones periédicas con virus inactivado. La vacuna
inactivada genera una respuesta humoral fuerte que confiere proteccion. Sin embargo, esta
vacuna presenta algunas desventajas, siendo la principal la produccién de virus infectivo en
plantas de alta seguridad, que han llevado al desarrollo de nuevos candidatos vacunales
alternativos. Las vacunas a péptido sintético del VFA son las candidatas mas prometedoras al ser
altamente puras, definidas, estables y seguras.

El objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar la capacidad inmunogénica y protectora
de construcciones peptidicas dendriméricas como vacuna contra el VFA en bovinos. Inicialmente,
se evaluaron si las construcciones derivadas del VFA O/UK (B(ouk)2T3a © Bouk)aT3a) que lograron
proteccion en cerdos, eran capaces de inducir proteccion cruzada frente al desafio con VFA
O1Campos en bovinos; sin embargo no se alcanzd la completa proteccion de los animales. En un
segundo experimento, se disefiaron nuevos péptidos dendriméricos que contenia un epitope T
bovino (21-40 de VP1, Typy) Y €l epitope B de la proteina VP1 [135-160] del VFA O1Campos (B
©o10)). Se estudiaron las repuestas inmunes generadas por las estas nuevas contracciones
peptidicas (Boic)2Tve1 0 BoicyaTve1) Y la capacidad de proteccion de las mismas frente al desafio
viral. Los titulos de anticuerpos seroneutralizantes de los animales vacunados para B(oicyaTvei
fueron significativamente superiores que para BoicpTver al igual que los niveles de
opsonofagocitosis. En este caso, cuando los bovinos vacunados fueron desafiados con el virus
infectivo, todos los animales estuvieron protegidos a la generalizacién podal (lesiones en las
patas), y el grupo B(oicaTvp1 €stuvo completamente protegido, al no presentar ningin otro
sintoma.

Por lo tanto, nuestros resultados muestran por primera vez que la formulacion tetravalente de
epitopes B seleccionados unidos a un epitope T bovino, resulté en una vacuna eficaz que confiere
proteccién completa en bovinos inmunizados. Esta vacuna peptidica sintética, por lo tanto, es un

candidato prometedor con propiedades dptimas y perspectivas razonables de aplicacion clinica.

Palabras claves: VFA, vacunas a péptido sintético, construcciones peptidicas dendriméricas, proteccién

completa, bovinos.
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Abstract

STUDY OF THE ACTION OF DENDRIMERIC PEPTIDE CONSTRUCTIONS AS A VACCINE AGAINST
FOOT-AND-MOUTH DISEASE IN BOVINE

ABSTRACT

Foot-and-mouth disease virus (FMDV) causes a highly contagious disease in cloven-hoofed
animals. Disease outbreaks cause devastating economic losses to the livestock industry, so
disease management is of utmost importance. Foot-and-Mouth (FMD) control in endemic areas
is performed by regular vaccination based on inactivated whole-virus. Inactivated vaccine elicits
a strong humoral response conferring a substantial protection. However, these conventional
vaccines have shown a number of disadvantages, for example the production of infective virus in
high security system, that has led to the development for new alternative vaccine candidates.
Synthetic peptides FMDV vaccines are the most promising candidates as they are highly pure,
defined, stable and safe.

The aim of the present work was to evaluate the immunogenic and protective capacity of
dendrimeric peptide constructs as a vaccine against FMDV in cattle. Firstly, we evaluated whether
constructs derived from VFA O/UK (Bouk)2T3a OF B(oukyaT3a) Which achieved protection in pigs,
were able to induce cross-protection against challenge with VFA Ol1Campos; however, full
protection was not achieved. In a second attempt, novel dendrimeric peptides were designed
containing a bovine T epitope (21-40 from VP1, Typ;) and the B-cell site VP1 [135-160] from
FMDV 01 Campos serotype (B(oic)). Immune responses elicited by these new dendrimeric
peptides (B(oic)2Tve1 OF BioicyaTve1) Were studied along with protection against challenge. The
mean viral neutralization titer of animals from Bo1c)4Tvp1 group was significantly higher than the
mean viral neutralization titer of animals from Bic)2Tver group as well as the levels of
opsonophagocytosis. In this case, when vaccinated cattle were challenged with the infective virus,
all animals were protected from podal generalization, and group BicjaTver Was completely
protected, as they did not present any other symptoms.

Thus, our results show for the first time that tetravalent formulation of selected B-cell epitopes
linked to a T-bovine epitope resulted in an effective vaccine that conferred solid protection in
immunized cattle. This synthetic peptide vaccine, therefore, is a promising candidate with optimal

properties and reasonable prospects of clinical application.

Keyword: FMDV, Synthetic peptides vaccines, dendrimeric peptide constructs, solid protection,

cattle.
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%m/v
[°HI-T
HCi

Hg

ML

Ac
AcMo
AcSN
ADN
ADNCc
Ag
Al(OH);
ANOVA
ARN
AUG
BCR
BEI

BHK-21

BSA

BoMac

Buffer

c.p.m.

Anti

Concentracion masa en volumen

Timidina tritiada

MicroCurie (unidad)
Microgramos

Microlitro

Anticuerpo

Anticuerpo monoclonal
Anticuerpo seroneutralizante
Acido desoxirribonucleico
Acido desoxirribonucleico copia
Antigeno

Hidroxido de aluminio
Analisis de la varianza

Acido ribonucleico

Codon de iniciacion de la traduccidon (adenina, uracilo y citosina)

Recepto de linfocito B (“B-cell receptor”)

Etilenimina binaria

Linea celular de fibroblastos adherentes obtenidos de rifidon de

hamster lactante

Albumina sérica bovina

Linea celular de macréfagos bovinos obtenidos a partir de macrofagos

peritoneales bovinos

Solucién amortiguadora de pH

Radiactividad en cuentas por minuto
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C3b Componente 3b del sistema de complemento
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CD Grupo de diferenciacion (“Cluster of differentiation”)

CFDA-SE Diacetato de carboxifluoresceina éster de succinimidilo

CFS Peste clasica porcion (“Classical fever swine”)

CFSE Carboxifluoresceina éster de succinimidilo

CICUAE Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de

experimentacion
CICVYA Centro de Investigacién de Ciencias Veterinarias y Agronémicas

CMH (-I/-II)  Complejo mayor de histocompatibilidad (de clase 1 / de clase 2)
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CNIA Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias

CO», Dioxido de carbono

ConA Concanavalina A
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CPS Proteina circumsporozoito

cre Elemento activador de replicacién en cis (“cis-acting replication
element”)

CSA Células secretoras de anticuerpos

D.O. Densidad optica

DICTsq Dosis infectiva de cultivo de tejido 50%

DIVA Diferenciacion de animales infectados de vacunados (“Differentiating

Infected from Vaccinated Animals”)

DLsg Dosis letal 50%
dpi Dias post-infeccion
dpv Dias post-vacunacion
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elF4G Factor de iniciacion de traduccion eucariota 4G (“eukaryotic
translation initiation factor 4 G”)

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (“Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”)

ELISPOT Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas de puntos (“Enzyme-

Linked ImmunoSpot Assay”)

EFL ELISA Fase Liquida

FA Fiebre Aftosa

FITC fluoresceina-5-isotiocianato (“Fluorescein IsoTioCyanate”)
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H3 Histona H3

hAd5 Adenovirus defectivo humano 5

IE Indice de estimulacién

IFN Interferén

Ig Inmunoglobulina

IL Interleuquina

IN Indice de neutralizacién

INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

IRES Sitio de entrada interna al ribosoma (“Internal Ribosome Entry Site”)
Kit Conjunto de elementos que conforman un ensayo

Kpb Kilopares de bases

LM Linfonddulos mandibulares

LRM Linfonddulos retrofaringeos mediales

LTB Linfonddulo traqueo-bronquiales

MAP Sistema multiple de antigenos peptidicos

MAR Mutantes virales resistentes a neutralizacion con anticuerpos

monoclonales (“Monclonal antibody resistant”)
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MEM-D
mg
MgCl
ml

mM
MSF
NK

nm

NP
NSB-4 OIE
NSP

oC

OIE
OMC
OPD
ORF
OVA
PAMPs
PANAFTOSA
PBS
PBST
PCR
PEG

pH

PGP
poli A

poli C

Medio “Dulbecco's Modified Essential Medium”
miligramos

Cloruro de magnesio

mililitro

milimolar

Aplicacion de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias
Células “Natural Killer”

Nanometro

No protegido

Nivel de seguridad bioldgica 4 de la OIE

Proteina no estructural (“Non-structural protein”)
Centigrados

Oficina Internacional Epizootias

Organizacion Mundial del Comercio
ofenilenediamina-H,0,

Marco de lectura abierto (“Open reading frame”)
Ovoalbumina

Patrones moleculares asociados a patdgenos
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa

Buffer fosfato salino

Buffer fosfato salino- 0,05% Tween20

cadena de la polimerasa (“Polymerase chain reaction”)
Polietilenglicol

Medida de acidez o alcalinidad de una disolucion
Protegido a la generalizacion poda

Tracto de varias adenosina

Tracto de varias citidinas
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PP
Primers
RGD
RPMI
RRP

RT

SAP
SCARN
SENASA
SFB
sIgA

SLAM

SN
SNB
SNC

TCR

Th

TMB
TNF
TNV

TRAIL

U.L
UNQ

UTR

Parcialmente protegido

Oligonucledtidos iniciadores

Motivo de animoacidos (arginina, glicina y acido aspartico)
Medio “Roswell Park Memorial Institute”

Receptores de reconocimiento de patrones

Retro transcripcion

Proteina de asociacién a SLAM (“SLAM-associated protein”)
Acido ribonucleico de simple cadena

Servicio Nacional de Sanidad Animal y Calidad Agropecuaria
Suero fetal bovino

Inmunoglobulina A secretoria

Molécula de sefalizacion de activacion linfocitica (“Signaling
lymphocytic activation molecule”)

Seroneutralizacion

Suero normal bovino

Suero normal de conejo

Receptor de linfocitos T (“T-cell receptor”)

Linfocito T colaborador folicular (“T follicular helper”)
Linfocito T colaborador (“T helper cell”)

Tetrametilbenzidina

Factor de necrosis tumoral (“ tumor necrosis factor”)

Titulo e neutralizacion viral

Ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF (“TNF-related
apoptosis-inducing ligand”)

Unidad internacional

Universidad Nacional de Quilmes

Regiones no traducibles (“untranslated region”)
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VFA
VFAI

VIAA

VP
VPg

wt

Virus de la Fiebre Aftosa

Virus de la Fiebre Aftosa inactivado

Antigenos asociados a la infeccidon viral (“Virus-infection-associated

antigen”)

Proteina viral (“Viral protein”)

Proteina vira asociada al genoma (“viral protein genome-linked”)

wild type

Xl



Indice de figuras




indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

1. INTRODUCCION

Figura 1.1 — Mapa del estatus oficial de Fiebre Aftosa de los paises miembro de la OIE

................................................................................................................... 7
Figura 1.2 - Zonas reconocidas por la OIE como libres de la fiebre aftosa en el

] g we] g o T AN e [<] o w1 [o TP 10
Figura 1.3 — Organizacidn y expresion (flecha rosa) gendmica de VFA................... 16
Figura 1.4 — Representacién esquematica de las proteinas VP1, VP2 y VP3 y de la

[oX= g (e8| =T e L=/ o PP, 19

Figura 1.5 - Representacion del ciclo infectivo del VFA. Union del VFA a célula blanco
€ INEEIMNAIIZACION ...ttt 25

Figura 1.6 — Presentacion de antigeno en CPA. Las CPAs poseen dos vias de

Presentacion fUNCIONGIES .. ..iviiiii i e e e e eeaes 33
Figura 1.7 — Regulacion e induccion de células Th1 y Th2 ...oviiiiiiiiiiiiiiiceeenn 35
Figura 1.8- Activacion de linfocitos B por reconocimiento de epitope...........c.ovuvnes 38

Figura 1.9- Representacion de activacion de linfocitos B tras colaboracidn de células

3. MATERIALES Y METODOS

Figura 3.1 - Esquema de vacunacion y sangria de los experimentos presentados en
L1 T I < 1 72

Figura 3.2 — Esquema representativo de analisis de linfoproliferacion por marcacion
(ol T Y PP 85

Figura 3.3 — Esquema de ubicacion de ganglios procesados ..........cccvveviininnennennes 90

4. RESULTADOS

Figura 4.1 — Comparacidén de secuencias entre CEPAaS .......vvurrrrererieeierirrienrenaeneenaes 95

X



indice de figuras

Figura 4.2 — Titulos de anticuerpos de animales vacunados con vacuna tetravalente
AN A L O ettt 96

Figura 4.3 — Titulos de IgGs séricas a-dendrimero o a-VFA de los animales

vacunados con Bouk)2T3a 0 B(oukyaT3a €n diferentes tiempos .........ocevvvviiiiininnnns 98
Figura 4.4 — Isotipos de [0S antiCUEIPOS SEFICOS ..vuvvuirririurinieieieineinsineireneeneeneanes 99
Figura 4.5 - Isotipos de los anticuerpos de mucosa Nasal .......covevvviiviiiiiiiiiinnns 100

Figura 4.6 — Neutralizacién de VFA O1Campos por sueros de animales vacunados.102

Figura 4.7 — Secrecion de IFN-y de las CMNs de los animales vacunados con los
péptidos dendriméricos luego del desafio con VFA O1Campos (3dpi)......ccoceueenen. 108

Figura 4.8 - Perfiles de isotipos y niveles totales de células secretoras de anticuerpos
contra VFA desarrollados en animales vacunados luego del desafio................... 110

Figura 4.9 — Titulos de IgGs séricas a-dendrimero o a-VFA de los animales

vacunados con los nuevos péptidos en diferentes tiempos del experimento........ 113
Figura 4.10 — Isotipos de 10S antiCUErPOS SEIICOS ...vuivuiiriiriiiiiiiiiinieeieaieaneanaanenns 114
Figura 4.11 - Isotipos de los anticuerpos de mucosa nasal .........cccovviiiiiiiiiinnn, 115

Figura 4.12 - Porcentaje de VFA O1Campos neutralizados por anticuerpos de sueros
de animales VaCuNAAOS .......eueuiiiiii ettt e e aas 116
Figura 4.13 - Porcentaje de VFA O1Campos opsonofagocitado............ceevuvninnnnnne. 119
Figura 4.14 — Comparacién de lesiones en lengua de los animales vacunados y animal
(o] | o ) PP 124
Figura 4.15 - Productos de RT-PCR VP1 en epitelios de lesiones dudosas y

LT o D<) a oL r= o1 e ) o F P 125

XV



Indice de tablas




indice de tablas

INDICE DE TABLAS

1. INTRODUCCION

TABLA 1.1 - Vias experimentales de entrada del virus y dosis minimas ................... 5

3. MATERIALES Y METODOS

TABLA 3.1 - Péptidos sintéticos utilizados en esta tesis (Experimento 1) .............. 69

TABLA 3.2 - Péptidos sintéticos utilizados en esta tesis (Experimento 2) .............. 70

4, RESULTADOS

TABLA 4.1 - Titulos e indices de seroneutralizacién viral de los sueros de los animales
vacunados con los péptidos B(ouk)2T3a 0 BoukyaT3a 0 vacuna comercial, a los 32dpv y
de los sueros de [0s animales NegatiVoS.......ovvuieieiiii e 101

TABLA 4.2 - Respuesta linfoproliferativa de las CMNs provenientes de animales
A2 To{ U1 =T o 1= PP 104

TABLA 4.3 - Secrecion de IFN-y de las CMNs aisladas de sangre periférica de animales
vacUNAdOS @ 10S 38APY = iviiiiii i 105

TABLA 4.4 -Puntaje clinico y proteccién de los animales vacunados con los péptidos
dendriméricos Bouk)2T3a O BioukyaT3a luego del desafio viral ..........ccccovvvviiiiennnnn. 107

TABLA 4.5 - Titulos e indices de seroneutralizacién viral de los animales vacunados con
los peptidos Bouk)2T3a O B(OUKJATIA «rerrrrrrrruirirriieiiiiieeeiie e eaens 117
TABLA 4.6 - Respuesta linfoproliferativa de animales vacunados ...........c.cceevenenns 121
TABLA 4.7 - Secrecién de IFN-y de la CMNs aisladas de sangre periférica de animales

VaCUNAAOS @ 10S 440DV cuiuiniiiiiiiiii e e 122

TABLA 4.8 - Puntaje clinico y proteccion de los animales vacunados con los péptidos

dendriméricos B(OUK)2T3A (0] B(OUK)4T3A |L|egO del desafio ....cvveveveviiiiiiiiiinennn, 123

XVI



Introduccion




Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. FIEBRE AFTOSA

1.1.1. El virus y la enfermedad

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad aguda altamente contagiosa, que afecta
a los artiodactilos, incluyendo a rumiantes domésticos como bovinos, porcinos, ovinos
y caprinos asi como a mas de setenta especies silvestres tales como: bisontes, jabalies,
camellos, llamas, alpacas, vicuias, guanacos, antilopes, ciervos, venados, bufalos,
yacks, erizos, armadillos, nutrias, elefantes y carpinchos (Alexandersen et al., 2003;
Callis, 1979). Se ha reportado infeccion experimental en perros, gatos, conejos vy
chinchillas (Callis, 1979), asi como deteccién de viremia post-inoculacion experimental
en gato, mono, rata y rana (Cottral y Bachrach, 1968). La infeccidon experimental de
ratones (Borca et al., 1986; Fernandez et al., 1986) y cobayos (Knudsen et al., 1979)
de laboratorio permitieron establecer modelos experimentales. Los equinos no son

susceptibles al virus.

Esta enfermedad fue observada por primera vez en 1514 y descripta en Venecia,
Italia, por Hieronymus Fracastorius de Verona, en su publicacién “De Contagione et
Contagiosis Morbis et Eorum Curatione” de 1546. Siglos después, el agente etioldgico
de esta importante enfermedad del ganado, llamado Virus de la Fiebre Aftosa (VFA),
fue identificado por Loeffler y Frosch en 1897, siendo ademas el primer virus reconocido

responsable una enfermedad animal (Loeffler, 1897).

El VFA produce una enfermedad aguda, sistémica y vesicular. En una infeccion
natural la via principal de ingreso del virus es el tracto respiratorio, y solo con 1 a 10
particulas infectivas pueden producir la enfermedad (Donaldson et al., 1987; Sellers et
al., 1971). La replicacién inicial del virus ocurre en el epitelio de la faringe y en la

superficie dorsal del paladar blando, tanto en bovinos como en porcinos (Alexandersen
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et al., 2001; Burrows et al., 1981; Oleksiewicz et al., 2001), y en las tonsilas en ovinos
(Burrows, 1968). Dicha replicacion inicial ocasiona las vesiculas (aftas) primarias en los
tejidos mencionados, y dentro de las 24-48 horas subsiguientes aparece la fiebre y el
virus logra ingresar al torrente sanguineo. La viremia generalmente perdura entre 3 y
5 dias en bovinos, y es la via por la cual el VFA se disemina a los diferentes érganos y
tejidos produciendo las vesiculas secundarias. Las regiones del cuerpo del animal en
que mas frecuentemente aparecen estas aftas secundarias son la cavidad oral, lengua
y alrededor de las pezuias. En algunos casos aparecen lesiones en el epitelio del hocico
ollares, ubre, pezones y pilares del rumen. Las vesiculas aumentan de tamafo y se
rompen, generando areas de dafio epitelial, que de acuerdo a su ubicacién, producen
salivacion abundante o complicaciones para caminar; en consecuencia, se dificulta la
alimentacion, el ordefie y la lactancia. Todo esto redunda en una rapida pérdida de peso
del animal y en una acentuada baja en la produccién de leche. La enfermedad en los
ovinos y caprinos es en general, clinicamente mas leve que en los bovinos, con

predominancia de lesiones en las patas, pudiendo incluso pasar inadvertida.

La fase aguda de la enfermedad dura aproximadamente una semana, y luego
disminuye gradualmente coincidiendo con la aparicion de una respuesta humoral fuerte.
Por lo tanto la eliminacién del virus de la circulacion y la reduccion significativa de la
carga viral en la mayoria de los érganos, secreciones y excreciones, tanto en rumiantes
como en cerdos, coincide temporalmente con el comienzo de la deteccion de anticuerpos
neutralizantes en el suero (AcSN) (Alexandersen et al., 2003). Si bien los animales
adultos se sobreponen sin mayores complicaciones, existe un numero variable de
animales que se convierte en portadores asintomaticos, transformandose en reservorios
naturales del virus. La region faringea de los rumiantes es en donde el virus puede
establecer una infeccidén persistente, aln en presencia de altos titulos de AcSN (McVicar
y Sutmoller, 1976). El VFA puede ser aislado de los fluidos de garganta y eséfago de

estos rumiantes portadores desde unas pocas semanas hasta varios afios luego de la

-3-
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infeccién inicial. El mecanismo mediante el cual la persistencia se establece no esta
claro, pero podria ser el resultado de un equilibrio dindmico entre la respuesta
inmunitaria del animal hospedador y la seleccion de variantes antigénicas virales. Existe
evidencia que estos animales portadores podrian ser el disparador de brotes de la
enfermedad cuando son enfrentados con animales susceptibles (Hedger y Condy,

1985).

La afeccién resulta benigna en la mayoria de los casos. La recuperacion lleva, por
lo general, entre dos o tres semanas. Sin embargo, en los animales mas jovenes esta
infeccion viral puede afectar el musculo cardiaco produciendo miocarditis (Donaldson et
al., 1987; Karapinar et al., 2010) vy la tasa de mortalidad puede elevarse entonces hasta
un 50%. La mortalidad por la FA es inferior al 6% en animales adultos, y los tejidos
danados se regeneran rapidamente. La respuesta inmunitaria humoral que se desarrolla

contra el virus permite la disminucién de la viremia y la recuperacién de la enfermedad.

El contagio estd determinado por tres aspectos esenciales: la cantidad de virus
eliminada por el animal infectado, la capacidad infectiva del virus afuera del animal y la
cantidad de virus requerida para comenzar la enfermedad en el animal susceptible
(Sellers et al., 1971). Los animales susceptibles pueden contagiarse por contacto directo
con animales infectados, ya sea a través de aerosoles que vehiculizan el virus hasta el
tracto respiratorio, por transferencia mecanica del virus a través de cortes o abrasiones
de la piel o de mucosas, o por medio de la inoculacion experimental. Las vias de entrada
del virus y las dosis minimas necesarias para producir una enfermedad clinica bajo
condiciones experimentales, han sido resumidas por Alexandersen y colegas (Tabla 1.1)

(Alexandersen et al., 2003).
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TABLA 1.1 - Vias experimentales de entrada del virus y dosis minimas.

Especie Inhalacion Inoculacién Inoculacién Instilacion ~ Administracion
intradérmica intramuscular nasal oral
Bovino 10 100 10* 10%-10° 10°-10°
Ovino 10 100 10* 10%-10° 10°-10°
Porcino >800 100 10* desconocido 10%-10°

Otra forma de contagio es por contacto indirecto, en el que el virus es transportado
a través de maquinarias, vehiculos o personas. También es importante el contagio por
ingestion de alimentos contaminados con el virus, siendo esta Ultima forma de contagio
la que origind uno de los Ultimos brotes de FA que ocurrieron en Japon y Sudafrica en

el afio 2000 y en el Reino Unido en 2001 (Knowles et al., 2001) .

Las tres especies principales involucradas en un brote de FA son, el ovino como
huésped de mantenimiento principalmente, el porcino como amplificador y el bovino
como indicador. Esta Ultima especie, en particular, es la mas importante en la
diseminacion y mantenimiento de la cadena epidemioldgica del VFA por su
susceptibilidad al contagio por via aérea (House y Mebus, 1998). Los bovinos infectados
pueden excretar virus durante los primeros dias de la enfermedad antes del desarrollo
de los sintomas caracteristicos, clasificandolos como indicadores. Los ovinos, animales
de mantenimiento de VFA, pueden infectarse con el virus pero lo sintomas son leves o
subclinicos. Por lo tanto, su deteccién no es inmediata aumentando la posibilidad de
contagio a otros animales. El porcino, como amplificador, juega un papel importante en
la cadena epidemioldgica de la FA particularmente por ser, después de infectado, un
gran replicador y diseminador aéreo del VFA. (Donaldson y Ferris, 1980; Donaldson et

al., 1987; Sellers y Parker, 1969).
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1.1.2. Distribucién geografica de la enfermedad y estatus de Argentina

A pesar de la considerable informacién acumulada en los ultimos afios sobre el
virus, la enfermedad vy la disponibilidad de vacunas, la FA sigue afectando a amplias
zonas del mundo, y es la enfermedad viral mas transmisible en los animales. La FA
ocupa un lugar importante en la lista Unica de enfermedades de declaracién obligatoria
de la Oficina Internacional Epizootias (OIE) también llamada Organizacion Mundial de

Sanidad Animal.

La OIE ha identificado como los patrones de enfermedad de mayor importancia:
¢ La alta transmisibilidad

e La rapida difusion

e Las consecuencias graves para la economia o para la salud publica

e La importancia en el comercio internacional de animales y productos animales.

La FA se encuentra entre las enfermedades animales que rednen todas las
caracteristicas mencionadas, a excepcién de ser un riesgo para la salud publica. En
consecuencia, la OIE ha establecido, primera vez, una lista oficial de paises y zonas
libres de esta enfermedad (Figura 1.1). La OIE ha definido un procedimiento sobre bases
cientificas, transparente e imparcial, para el reconocimiento del estatus sanitario de los
paises miembros de la Organizacion, respecto a la Fiebre Aftosa en su integridad o en

zonas determinadas.

A causa de su alta transmisibilidad y rapida difusién, la FA ha ocurrido en casi todo
el mundo; siendo endémica en varias partes de Asia y en gran parte de Africa y Oriente
Medio. En contraste, Australia, Nueva Zelanda, Indonesia, Japén, Centroamérica,
Norteamérica y Europa Occidental estan actualmente libres de FA sin vacunacién, y

aplican estrictas medidas sanitarias ante posibles focos de enfermedad para mantener



Introduccion

dicho estatus. Sin embargo, la enfermedad puede ocurrir esporddicamente en areas

tipicamente libres.

© OIE 2017
- Paises Miembros y zonas reconocidos libres de - Zona de contencion dentro de una Paises y zonas que no han sido
fiebre aftosa sin vacunacion zona libre de fiebre aftosa sin vacunacion reconocidos por |la OIE libres de fiebre

Paises Miembros y zonas reconocidos libres [l Susrension del estatus libre de fiebre aftosa

de fiebre aftosa con vacunacion aftosa sin vacunacion

Figura 1.1 — Mapa del estatus oficial de Fiebre Aftosa de los paises miembro de la OIE.
Actualizacién mayo 2017 OIE.

El dltimo brote registrado en Australia fue en el afio 1870. En América del Norte
los ultimos brotes ocurridos en Estados Unidos, Canada y México se registraron en los
anos 1929, 1952 y 1953, respectivamente (Samuel y Knowles, 2001). Europa logro
mediante campafias de vacunacion erradicar la enfermedad, suspendiendo la
vacunacion en 1991 y fue declarada como libre desde 1997. Desde que cesé la
vacunacion ha habido unos pocos brotes aislados en Bulgaria (1991, 1993 y 1996),
Italia (1993), Grecia (1994,1996 y 2000), Turquia (1995 y 1996), Albania (1996) y en
la ex-Republica Yugoslava de Macedonia (1996) (Samuel y Knowles, 2001). También
se describieron brotes en Georgia (1997) y Armenia (1996) (Kitching, 1999). Los
ultimos y mas recientes brotes en la zona europea, se detectaron en el Reino Unido
(2001 y 2007), Republica de Irlanda (2001), Francia (2001) y Holanda (2001)
(Sutmoller et al., 2003). Sin embargo, existen paises/zonas europeas que no han sido
reconocidas por la OIE como libres de FA, siendo estos Monaco, Liechtenstein, Turquia,

oeste de Moldavia y Kosovo. En el afio 2002 Japdn recupero su estado de pais libre de
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FA sin vacunacién; mientas que simultaneamente ocurrian nuevos brotes de FA en la
Republica de Corea y China en 2002 (Sakamoto y Yoshida, 2002). A partir del 24 de
Julio de 2014, el estatus libre con vacunacion de la Republica de Corea es suspendido

al informarse la deteccion de focos en de la enfermedad en Uiseong-gun.

En Sudamérica, la mayoria de los paises han aplicado la zonificacion y son
reconocidos libres de FA con o sin vacunacion de manera zonal, y la enfermedad sigue
siendo endémica solamente en unos pocos paises. Chile, Guayana y Guayana Francesa
son los Unicos paises que lograron erradicar la enfermedad y son libres sin vacunacion.
Por su lado, Uruguay habia sido declarado en 1996 declarado "libre sin vacunacion"
aungue tuvo rebrotes en los afos 2000 y 2001. La OIE lo declaré libre con vacunacion
el 22 de mayo de 2003. En la actualidad son dos los paises que conservan ese status,

Uruguay y Paraguay.

La FA fue una enfermedad endémica durante muchos afios en el territorio
argentino. En 1990, se puso en marcha un plan de control de la enfermedad y se designo
al Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) como el organismo
responsable del control y la erradicacion de la misma. A partir de ese afio fue obligatoria
la aplicacion de la vacuna anti Aftosa formulada con virus inactivado y adyuvante oleoso.
Con la regularizacién de la aplicacion de la vacuna se logra que desde 1994, Ultimo brote
de FA, hasta 1997 no se registre presencia del VFA en el territorio. El 30 de mayo de
1997, el Comité Internacional de la OIE declaré a la Argentina pais libre de Fiebre Aftosa
con vacunacion. Esto significa que se reconoce la preocupacion por controlar la
enfermedad y que la vacunacion es preventiva. Para mantener esta calificacién no
pueden aparecer animales enfermos durante al menos dos afios. Con ese
reconocimiento, la Argentina pudo empezar a exportar carnes a paises como Estados

Unidos, donde no hay casos de Aftosa desde 1929. No obstante, era altamente deseable
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alcanzar el estatus “sin vacunaciéon”, ya que el comercio internacional seria menos

riguroso y la costosa vacunacion que se realiza dos veces al afio no seria necesaria.

Para alcanzar el estatus libre de FA sin vacunacion, se debe suspender la vacunacion
por 12 meses, periodo en el cual no deben aparecer casos de animales enfermos tras
controles periddicos. Es por ello que en 1999 se suspende la vacunacion anti Aftosa en
nuestro pais, y la Argentina pasa a formar parte de los paises libres de FA sin vacunacion
en mayo de 2000. Sin embargo, pocos meses después, agosto de ese mismo afno, se
detectaron animales infectados provenientes de Paraguay en la provincia de Formosa.
Estos animales fueron ingresados ilegalmente, ya que Paraguay es un pais libre con
vacunacion, y por ello los animales deben cumplir una serie de medidas de vigilancia y
control para ingresar al territorio argentino, los cuales no fueron llevados a cabo. Al
detectarse el VFA en algunos de estos animales, se tomaron las medidas necesarias,
considerando las normas internacionales, para evitar que el virus se dispersara. En
consecuencia, se sacrificaron los animales de las provincias de Formosa, Corrientes y
Entre Rios, que estuvieron en contacto con los animales infectados introducidos, y se
realizaron analisis para deteccion de VFA en animales de alrededores, los cuales
resultaron negativos. Los informes de analisis y control fueron remitidos a la OIE,
organismo que permitié que la Argentina mantuviera su condicion de pais libre de la
enfermedad en ese momento. A pesar de tener la situacidon controlada, Argentina sufrio
un golpe comercial importante al prohibirse la importacién de carnes argentinas a los

Estados Unidos y China.

En abril de 2001, SENASA implementa el Plan de Erradicacién de la Fiebre Aftosa
2001, mediante la Resolucion N° 5/01, que establece como una de sus principales
estrategias, la vacunacién sistematica de los rodeos bovinos a través de la participacién
activa de los productores. El area donde se implementa el Programa de Vacunacién Anti

Aftosa Sistematica abarca la totalidad de las provincias ubicadas al norte de Rio Negro
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y Neuquén (Figura 1.2). El territorio ubicado al sur del paralelo 42° se mantuvo libre de
la enfermedad durante la epidemia. A esta zona se la delimité y resguardd con la
implementacion de una importante barrera sanitaria y una zona de vigilancia, y se
solicito el reconocimiento de la OIE como zona libre sin vacunacion el cual fue otorgado
en Mayo del ano 2002 (Patagonia Norte B, sin vacunacion y Patagonia Norte A zona

“buffer” con vacunacion).

\, Pareguay

Paraguay

[ Uruguay

. -

>7) [l Zonalibre con vacunacion Cordén Fronterizo I
[ Zonalibre con vacunacien Centro Norte

I zonaiibre sin vacunacion Valle de Calingasta I

[ zonalibre con vacunacion Patagonia Norte A |

[ zonalibre sin vacunacién Patagonia Norte B I

-

Argentino. A la derecha se amplia las zonas demarcadas con lineas punteadas.
Imagenes adaptadas de http://www.senasa.gov.ar/

Con el Programa de Vacunacion Anti Aftosa Sistematica en exitosa ejecucion, en el
afo 2003 se reconoce al territorio ubicado al norte del paralelo 42° zona libre de FA que
practica la vacunacion (pais libre de FA zonificado). En agosto de ese afo, se origina un
foco de la enfermedad en la provincia de Salta asociado cronoldégicamente con la
presencia de la enfermedad en Paraguay y Bolivia. En consecuencia, se suspende el
estatus de zona libre; Argentina que ya tenia declarado el alerta sanitario fronterizo y

luego de la emergencia sanitaria reinstalada por este foco, adopta medidas preventivas
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para evitar la invasién de la enfermedad en territorio nacional, con la delimitacién de un
Corddn Fronterizo en el aino 2004. Esta zona de alta vigilancia de 25 km de ancho se
encuadra en las provincias de Salta, Formosa, Misiones y Corrientes, contra las fronteras
de Bolivia y Paraguay. Posteriormente, el 18 de enero de 2005 se recupera el estatus
de libre de FA con vacunacién. Esta franja del territorio pertenecidé siempre a la zona
Centro-Norte, pero cuando a esta se le restituyd el estatus de libre, el cordon quedo
excluido de ese reconocimiento por un acuerdo entre la OIE y los paises del Comité
Veterinario Permanente del Cono Sur en el afio 2007. Finalmente, el 4 de febrero de
2011 se lo reconocid como libre de la enfermedad manteniendo la zonificacién
diferencial del Centro-Norte. Por ultimo, una pequefia zona de altos valles andinos de
pastoreo en la provincia de San Juan, Valles de Calingasta, es considerada a partir de

mayo de 2013 como libre de FA sin vacunacion.

1.1.3. Importancia econémica

Como ya se menciond, la FA es una de las enfermedades del ganado que causa
pérdidas econdmicas considerables, a pesar de la baja tasa de mortalidad y la
recuperacion completa luego de la fase aguda. El alto grado de morbilidad, las pérdidas
de productividad de carne, leche y derivados, y las lesiones asociadas a infecciones
secundarias, son las pérdidas econémicas directas que sufren los productores ganaderos
e industrias relacionadas. Sin embargo, las pérdidas econdmicas mas importantes son
ocasionadas por las restricciones impuestas sobre el comercio internacional de ganado,
y las medidas de emergencia para controlar un brote. Entre ellas se incluyen, el sacrificio
de todos los animales infectados, recuperados y en contacto con los focos de la
enfermedad que son sensibles a la misma (rifle sanitario), eliminaciéon de todos los
productos animales, cuarentena estricta y controles del movimiento de hacienda,

equipos y vehiculos, desinfeccién completa de los locales y de todo el material infectado,
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y finalmente la ejecucion de la vacunacion en anillo, que abarca un radio de 15km en

torno al lugar infectado.

El comercio internacional esta regulado por la Organizacion Mundial del Comercio
(OMC). A su vez el marco legal para el comercio de animales y productos de origen
animal, estd contenido en el Acuerdo sobre la Aplicacion de Medidas Sanitarias y
Fitosanitarias (Acuerdo MSF). El objetivo de las MSF es facilitar el comercio de estos
elementos entre paises sin poner en riesgo la vida o salud de las personas, animales o
plantas. Este acuerdo establecid que actualmente las barreras sanitarias sean las Unicas
legitimas para el comercio de animales y productos animales, basandose para ello en
las directrices y recomendaciones establecidas por la OIE. En los ultimos afos, tanto
paises desarrollados como aquellos en vias de desarrollo, libres de la enfermedad, han
sufrido la re introduccién del virus, perdiendo y recuperando alternativamente el
reconocimiento de pais libre de FA, con las consecuencias econémicas que esto implica.
Por lo tanto, en paises exportadores de animales y sus productos derivados, como es el
caso de Argentina, las pérdidas econdmicas de mayor importancia se deben a las
restricciones en el comercio internacional. En 2005, Argentina produjo el 9.5% de las
6.3 millones de toneladas de carne comercializadas en los mercados externos,

ubicandose como tercer exportador mundial.

Tras los brotes del 2000-2001, la OIE rebajé la categoria de las carnes de nuestro
pais a libre de la enfermedad con vacunacion regional. En marzo de 2001, con el reinicio
de la vacunacion, Estados Unidos suspendio las importaciones de la Argentina. Pese a
las continuas peticiones para recuperar el mercado, las autoridades norteamericanas
solo aceptaron el ingreso de carne argentina proveniente de la Patagonia, considerada
libre de la enfermedad sin vacunacion. La Argentina terminé el afio 2014 en el 110
puesto como exportador mundial de carne (60% inferior a 2005), en un proceso de

pérdida de posiciones que ya lleva practicamente una década, con la sola excepcion del
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ano 2009 segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2014).
El 30 de agosto de 2012 la Argentina solicitd la revisidn de las restricciones que Estados
Unidos habia mantenido en relacién a las importaciones de animales, carne y otros
productos pecuarios procedentes de la Argentina. Luego en junio de 2015 el Organo de
Solucion de Diferencias de la OMC oficializd el fallo en el que determind que las medidas
sanitarias impuestas por Estados Unidos a partir de un brote de Fiebre Aftosa en 2001,
repetidas en Canadéa y México, eran injustificadas, discriminatorias y sin base cientifica
(OMC, 2015). Estas medidas provocaron pérdidas estimadas en alrededor de US$2000
millones de ddlares a la Argentina por la prohibicién para exportar carne vacuna en pie
y refrigerada desde todo su territorio hacia esos tres mercados. Sin embargo, semanas
antes de oficializarse dicho fallo, Estados Unidos anuncié el levantamiento de las
barreras y el inicio del proceso de reapertura de su mercado. Voceros de la embajada
de los Estados Unidos en el pais explicaron que luego de una revision cientifica detallada
y transparente, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos concluyd que la
situacién de la Fiebre Aftosa en la Argentina ya no requeria de una prohibicion al ingreso
de carne de ese pais. Segun calculos del gobierno argentino, la apertura de estos

mercados puede alcanzar valores de unos 280 millones de ddlares anuales.

Se ha estimado que para el afio 2020 la demanda de alimentos de origen animal
crecera en términos absolutos y estara acompanado de un fuerte crecimiento de la
produccion animal. Para aprovechar las oportunidades que presenta el comercio
internacional, el pais deberd, como minimo, mantener las condiciones sanitarias
establecidas en las directrices y recomendaciones de la OIE y las normas del MSF. Por
lo tanto, consolidar el uso de las herramientas y metodologias apropiadas ya existentes
y generar nuevos conocimientos en el area de FA, con el objetivo de contribuir a
mantener la situacién sanitaria actual y/o adquirir una categoria superior, constituyen
dos prioridades fundamentales para Argentina, tanto para las Instituciones Publicas

como para el sector productivo.
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1.2. VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

1.2.1. Clasificacién y organizacién gendmica

El VFA es un virus perteneciente al género Aphtovirus dentro de la familia
Picornaviridae. Como su nombre lo indica esta familia reline a virus con genoma de ARN
pequefios (Pico-rna-viridae; pequefio-RNA-virus) que son importantes patégenos de
vertebrados. Es un virus desnudo, por lo que la particula viral no presenta envoltura
lipidica, y contiene un ARN gendmico monocatenario positivo (scARN(+)) de
aproximadamente 8200 nucledtidos. Este ARN gendmico se encuentra empaquetado
dentro de una capside proteica con geometria icosaédrica de entre 28-30nm de
didametro. Al ser un virus desnudo no es sensible a los solventes de lipidos como el fenol
y el cloroformo, pero si es muy sensible a cambios de pH inactivandose a pHs por debajo
de 6,0 y por encima de 9,0 (van Vlijmen et al., 1998). El virus puede sobrevivir en
leche, suero y otros materiales organicos, como asi también por largos periodos en la

carne congelada, dentro de la medula ésea o linfonddulos (House y Mebus, 1998).

El ARN viral consiste en una regién codificante flanqueada por dos regiones no
codificantes o no traducibles (UTR por sus siglas en inglés). Ambas regiones pueden
adoptar estructuras conformacionales secundarias, pudiendo actuar en cis como

elementos de regulacion en la replicacion viral y expresion génica.

La proteina VPg o 3B es una proteina viral pequefia que se encuentra unida
covalentemente al extremo 5’ de la molécula de ARN. El 5'UTR es de aproximadamente
1200 nucledtidos, es dividido en dos regiones por un tracto de varias citidinas (poli C)
de longitud variable (Rowlands et al., 1978) localizado a 400 nucleétidos rio arriba del
extremo 5’. Se predice que la region rio arriba del poli C, adopta un plegamiento en
forma de horquilla alargada que unen especificamente proteinas de la célula huésped y
juega un rol clave en el inicio de la sintesis de la poliproteina viral y de nuevas cadenas

de ARN. Este papel funcional y estructural no ha sido caracterizado para VFA, sino que
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se adopta por analogia con la estructura de hoja de trébol de los poliovirus. Rio abajo
de la regidon poli C, se predice la presencia de 2 a 4 estructuras terciaras repetidas
llamadas “pseudoknots” en una regién de aproximadamente 250 nucledtidos (Clarke et
al., 1987; Grubman et al., 1984), su funcidon permanece desconocida. A continuacion,
sobre una estructura tipo “stem-loop” de aproximadamente 55 nucleétidos de longitud
aproximadamente, se localiza un motivo altamente estable denominado cre (cis-acting
replication element). Este elemento es estrictamente necesario para la replicacién del
ARN viral y se ha demostrado que la insercion del cre “wild-type” (wt) en la 3 "UTR es
capaz de restaurar la capacidad replicativa de un ARN que porta un cre defectivo en su
5°UTR (Mason et al., 2002). Previo a los codones iniciadores, y solapando parcialmente
con el cre, se encuentra el sitio de entrada interna del ribosoma (IRES, “Internal
Ribosome Entry Site”). El IRES es de aproximadamente 465 nucledtidos y esta
altamente estructurado; permite la traduccion CAP-independiente (CAP, 7-metil-
guanosina, estructura protectora en extremo 5’ de mensajeros), proporcionando un
mecanismo de traduccién alternativo al celular, ya que este se inhibe rapidamente por
la accion de proteasas virales que clivan factores de iniciacion de la traduccién CAP-

dependiente (Devaney et al., 1988).

La regién 3’'UTR es relativamente corta de aproximadamente 90 nucleétidos,
aunque puede variar entre 47 y 126 bases entre los diferentes géneros. Se ha visto,
que una insercion de 8 bases en esta regidn genera un fenotipo sensible a la
temperatura (Sarnow, 1989). El extremo 3'UTR es esencial para la replicacién e
infectividad viral, y existe evidencia de interaccién de esta regién de los picornavirus
con varias proteinas virales y del hospedador (Lopez de Quinto et al., 2002). A esta
region le sigue rio abajo, analogamente a los ARN mensajeros de la célula huésped, un
tracto de varias adenosinas (poli A) cuya longitud varia entre 20 y 200 bases, segun la

cepa viral (Porter et al., 1978).
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El ARN gendmico contiene un Unico marco de lectura abierto (ORF) que codifica

para una poliproteina larga, de alrededor de 2330 aminoacidos, que es posteriormente

clivada por proteasas virales durante la traduccién. La traduccion se inicia, tras el

reconocimiento del IRES por parte de los ribosomas, en dos codones AUG funcionales

separados por 84 nucledtidos. La poliproteina es escindida mayoritariamente por

proteasas codificadas por el virus para obtener los diferentes productos virales. Las tres

proteasas virales que median este procesamiento son Lpro, 2A y 3C (Figura 1.3).
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Figura 1.3 — Organizacion y expresion (flecha rosa) genémica de VFA. La region codificante (ORF) de
7000 nucledtidos esta flanqueada por las regiones 5’UTR (1200 nucleétidos) y 3’UTR (90 nucledtidos).
En el extremo 5’ del RNA se encuentra unida covalentemente la proteina viral 3B (VPg). A continuacidn
se localiza un tramo de poli C (a), la region de motivos “pseudoknots” (b), el elemento cre (cis-acting

replication element) (c) y

el IRES (sitio interno de unidn al ribosoma. En el extremo del 3’UTR se

encuentra genéticamente codificada una cola de poliA. Accidn y sitio de corte del as proteasas virales

(Flechas grises)

La proteina Lpro

traducida, y aunque posee dos codones de iniciacion AUG (Sangar et al.,

(también llamada polipéptido lider) es la primera proteina

1987) que

codifican para dos variantes de la proteina denominadas Lab y Lb (AUG1 y AUG2

respectivamente), se ha demostrado la preferencia por el segundo codén funcional para
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iniciar la traduccién (Belsham, 1992) y siendo entonces la que cumple un rol mas
importante en la replicacién del VFA (Cao et al., 1995). Esta proteina se autocliva del
extremo amino terminal (N-terminal) de la poliproteina (Strebel y Beck, 1986) y se le
atribuyen funciones de bloqueo en la traduccién CAP-dependiente por protedlisis de
elF4G, favoreciendo asi la traduccién del genoma viral. Lpro es también un
determinante importante de la virulencia, esencial para producir transmision viral entre
hospedadores. Sin ella el virus no puede superar la respuesta inicial de IFN tipo I del
hospedador (Mason et al., 2003). Este polipéptido lider se encuentra codificado en la

region L del genoma viral, a la cual le siguen las regiones P1, P2 y P3.

La regidn P1 codifica para las proteinas estructurales en el orden VP4, VP2, VP3 y
VP1 (Racaniello, 2001), llamadas antiguamente 1A, 1B, 1Cy 1D segun la nomenclatura
definida por Rueckert y Wimmer (1984). Las regiones P2 y P3 codifican para las
proteinas no estructurales del virus (NSP, siglas en inglés) que estan involucradas en la
replicacién. La region P2 contiene a las NPS 2A, 2B y 2C. La proteasa 2A cataliza el
clivaje entre 2A y 2B; la proteina 2B contiene dominios hidrofébicos y ha sido
relacionada con permeabilidad de membranas (van Kuppeveld et al., 1997) y secrecion
de proteinas (Doedens y Kirkegaard, 1995). Por su lado, la proteina 2C posee una
secuencia altamente conservada, contiene motivos de unidén a nucledtidos trifosfato y
esta involucrada en la sintesis de ARN con posible actividad helicasa (Porter et al.,
1993a). La proteina 2C, al igual que el precursor 2BC estan involucrados e inducen la
proliferacion viral asociada a membrana (Bienz et al., 1990). La regién P3 codifica las
proteinas 3A, 3B, 3C y 3D. La regidon 3A se plantea, por sus motivos hidrofdbicos, que
codifica para una proteina de anclaje a membrana asociada a la replicacion viral. La
region 3B codifica para la mencionada VPg. La regién 3C codifica para una proteasa
responsable de la mayoria de los clivajes de procesamiento primario y secundario de la
poliproteina precursora (Porter et al., 1993b). Finalmente, la regién 3D codifica para la

polimerasa viral, que es una ARN polimerasa ARN dependiente.
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El precursor P1-2A se genera tras el autoclivaje de la proteina Lpro del extremo N-
terminal y el procesamiento del extremo carboxilo terminal (C-terminal) por la proteasa
2A. Esta ultima proteasa de 16 aminoacidos cataliza en cis la separacion de P1-2A de
2BC. Posteriormente, la proteasa 3C procesa el precursor P1-2A para escindir la NSP 2A
de los distintos componentes de P1, VPO (1AB), VP3 (1C) y VP1 (1D). Para dar lugar a
las proteinas estructurales maduras del virus, la VPO se procesa autocataliticamente en
VP4 y VP2 de manera ARN dependiente una vez iniciado el empaquetamiento del
genoma en la capside viral (Curry et al., 1997). La proteasa 3C es la encargada
nuevamente de procesar el precursor 2BC, dando lugar a las proteinas 2B y 2C.
Finalmente, la regién P3 también es procesada por la proteasa viral 3C, dando lugar a
las proteinas no estructurales, 3A, tres copias distintas de 3B, dicha proteasa 3C vy la

ARN polimerasa viral 3D.

1.2.2. Estructura del virién y diversidad antigénica

El virion consiste en una particula ribonucleoprotéica con simetria icosaédrica cuyo
didametro, es de unos 28-30nm. Luego del clivaje del precursor estructural P1-2A, los
tres polipéptidos, VPO, VP1 y VP3, se ensamblan asimétricamente en unidades o
protdmeros (Figura 1.4). Cinco de estas unidades estructurales se asocian para formar
un pentamero, y doce de estos pentdmeros se ensamblan para conformar la capside
viral e incorporar una molécula de ARN gendmico recientemente sintetizado. Por lo
tanto, la capside viral con simetria icosaédrica, estd compuesta por 60 protdmeros
asimétricos, cada uno conformado por una copia de cada proteina viral estructural. El
viridn intacto presenta un peso molecular de 8400kDa (Strohmaier y Adam, 1976), su
coeficiente de sedimentacion es de 140S y tiene alta densidad en cloruro de cesio (1,43
- 1,45 g/cm3). Es inestable a pH acido y a altas temperaturas. El tratamiento de la
particula 140S a pH menor que 7 induce la disociacién de la misma en subunidades 125,

pentameros, (Racaniello, 2001) y un precipitado insoluble que contiene a VP4
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(Burroughs et al., 1971). Las particulas 75S se reconocen como capsides vacias; son
productos naturalmente defectivos que contienen moléculas de VP1, VP3 y el precursor

VPO, pero no contienen ARN viral.

VPO VP3 VP1

CO.

Proteinas
estructurales

(53)

Ocho laminas B que conforman
el barril en forma de cuiia, en las B e
proteinas VP1-VP3:
-B,C,D,E,F G, Hel

- Loops que unen las laminas
B-C, C-D, D-E, E-F, F-G, G-H, e IH

VIRION
(140S)

Figura 1.4 — Representacion esquematica de las proteinas VP1, VP2 y VP3 y de la particula de
VFA. La capside viral muestra una geometria icosaédrica. Una copia de VP1, una de VPO y una de
VP3 se agrupan para formar un protémero. Cinco de estos protdmeros se agrupan para formar un
pentamero. Doce pentdmeros se asocian con una molécula de ARN para completar la particula
viral. Se considera que el clivaje de VPO, originando a VP2 y VP4, da lugar a particula viral madura.
(Coeficiente de sedimentacién)

El peso molecular de las proteinas VP1, VP2 y VP3, se encuentra entre 27 y 30 kDa,
y adoptan configuraciones espaciales similares. Cada polipéptido adquiere una
estructura terciaria en forma de barril B, compuesta por 8 laminas B antiparalelas
conectadas por bucles o “loops” de longitud variable (Acharya et al., 1989) (Figura 1.4).
La estructura cuaternaria final se adquiere cuando las proteinas VPO, VP1 y VP3 se
ensamblan entre si formando los protdmeros. Los “loops” que unen las laminas B del
barril, y los extremos C-terminales de las tres proteinas quedan expuestas en la
superficie de la capside, mientras que los extremos N-terminal estan localizados en el
interior. La proteina VP4, originada luego del clivaje de VPO, se localiza en su totalidad
en el interior de la capside y su extremo N-terminal esta miristilado; es la proteina
estructural mas pequena con un peso molecular de entre 9 y 10 kDa. La antigenicidad
de la particula viral estd asociada, entonces, a los residuos aminoacidicos que estan

expuestos en la superficie.
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El VFA es un virus antigénicamente muy diverso y heterogéneo. Con siglos de
evolucion en el campo, el virus sufrio variaciones que llevaron a la diversificacion viral
dando lugar a 7 serotipos que hoy coexisten en el mundo. Los serotipos A, O y C se
encuentran distribuidos en Sudamérica, Europa, Asia y Africa. Los serotipos SAT1, SAT2
y SAT3 se localizan dentro del continente africano, y el serotipo Asial como su nombre

lo indica se encuentra distribuido en el continente asiatico.

Esta variabilidad antigénica es tipica de los virus con genoma a ARN causada
principalmente por las mutaciones que se producen durante la replicacion. Los
Picornavirus tienen una de las tasas de mutacién mas alta entre los virus, siendo este
de una mutacién por cada 103-10° sitios nucleotidicos por ronda de replicacién (Haydon
et al., 2001). Esto se debe en principio, a que sus ARN polimerasas carecen de un
mecanismo de correccién de la incorporaciéon incorrecta de nucledtidos durante la
replicacién. La aparicidn de variantes antigénicos en los virus ARN es consecuencia de
tres procesos: la generacion de mutantes, el éxito de los mutantes de perdurar en los
procesos replicativos, y la accidon de la selecciéon positiva que hace que una variante
neutral se vuelva dominante en respuesta a un cambio ambiental, como ocurre en el
caso de las mutantes que escapan a la neutralizacion por anticuerpos. Estos
mecanismos tienen una importante influencia en la diversificacién genética de los ARN
virus, lo que les confiere alta adaptabilidad y permite que las poblaciones de VFA
consistan en una mezcla heterogénea de genomas (cuasiespecies) (Domingo et al.,

1980).

Dentro de un mismo serotipo existen variantes (subtipos) virales. Los animales
recuperados de la infeccion causada por una variante viral o animales vacunados contra
una variante son susceptibles a la infeccidon por un VFA perteneciente a otro serotipo o
subtipo; es decir, la proteccién cruzada es escasa debido a las diferencias en las

propiedades antigénicas e inmunoldgicas entre estos. Esto introduce una grave
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limitacién para la produccion de vacunas, debiendo incluir en estas las variantes mas
frecuentes en cada epidemia. A su vez cada subtipo agrupa a cientos de cepas, cuya
designacion se realiza indicando el tipo y subtipo al que pertenece, lugar, pais y ano del

aislamiento (por ejemplo O1/Campos/Bra/58).

La estructura de la capside del VFA ha sido resuelta por cristalografia de rayos X
para los serotipos O (Acharya et al., 1989), C (Lea et al., 1994), A (Curry et al., 1996)
y algunas variantes antigénicas. A diferencia de muchos de los géneros de la familia
Picornaviridae, la capside del VFA no posee la depresion caracteristica, llamada cafidn o
hendidura, que estd involucrada en la interaccion con los receptores de la célula
hospedadora permitiendo su entrada. Por el contrario la capside VFA relativamente lisa,
sin hendidura evidente, pero si se observa una marcada protuberancia en la superficie

que corresponde al “loop” GH de la proteina VP1.

Este “loop” GH es la caracteristica mas sobresaliente del virion, y ha sido motivo de
estudio por su movilidad y multifuncionalidad. Contiene un motivo altamente
conservado de arginina-glicina-acido aspartico (RGD) que constituye el principal sitio de
unién celular, y representa un sitio de neutralizaciéon crucial. El “loop” GH abarca
alrededor de 20 aminoacidos, desde la posicion 140 a la 160 de la VP1, y puede adoptar
diferentes conformaciones espaciales sin alterar aparentemente el resto de la capside.
Es por ello que no se ha podido resolver una estructura definida para este “loop” por
mapas de densidad electrénica para el serotipo O (Acharya et al., 1989) y para C (Lea
et al., 1994). Sin embargo, luego de algunas modificaciones quimicas para el caso del
serotipo O (Logan et al., 1993) o utilizacion de monoclonales para el serotipo C
(Verdaguer et al., 1995) se logré determinar la conformaciéon. Dichas conformaciones
son bastantes similares a pesar de la baja identidad aminoacidica. El motivo RGD adopta

un giro conformacional que une a una ldmina-p de su lado amino y un a-hélice de su
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lado carboxilo. Las regiones situadas a los lados de estos dominios estructurales carecen

de estructura secundaria, pudiendo conferirle al “loop” su particular flexibilidad.

La localizacidon de los sitios antigénicos varia segun los serotipos y han sido
descriptos tanto para la proteina VP1 como para las proteinas estructurales VP2 y VP3
(Kitson et al., 1990); sin embargo, la VP1 es aquella que exhibe la mayor frecuencia de
variabilidad. El sitio antigénico principal localizado en el “loop” GH es denominado sitio
A, y se ha determinado su alta inmunogenicidad utilizando péptidos con la secuencia
aminoacidica presente en la regién 140-160 de la VP1 (Bittle et al., 1982; Pfaff et al.,
1988; Strohmaier et al., 1982). Se ha descripto otro sitio de neutralizacion a través del
ensayo de mutantes virales resistentes a neutralizaciéon con anticuerpos monoclonales
(AcMo) denominado MAR por sus siglas en inglés (Monclonal antibody resistant); este
sitio, denominado sitio C, estd localizado en el extremo C-terminal de la VP1,
aparentemente independiente del “loop” GH en serotipos A y C. Sin embargo, para el
caso del serotipo O, la cercania con el “loop” GH en la estructura de la capside y estudios
realizados por MAR, sugieren que el sitio A y C conforman un solo sitio (sitio 1)
compuesto por epitopes conformacionales (Barnett et al., 1989; Mahapatra et al.,

2012).

1.2.3. Reconocimiento celular del virus

El motivo RGD fue identificado, hace ya mas de tres décadas, como una secuencia
peptidica minima esencial para inhibir la adhesidn celular a fibronectina; las células
interaccionan con la fibronectina a través de las integrinas presentes en sus membranas.
Estudios estructurales y funcionales con VFA, en las Ultimas décadas, han establecido
que el “loop” GH, especificamente el motivo RGD, de la proteina VP1 es critico para la
interaccion del VFA con la integrina celular a,Bs. Los indicios iniciales de que las

moléculas de integrinas estaban involucradas en el reconocimiento celular del VFA y su
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internalizacion, fue elucidado por la alta conservacion del motivo RGD dentro del
contexto de un “loop” GH extremadamente variable y por ensayos con péptidos que
contenian motivo RGD e inhibian la adsorcién viral. Asimismo, otros ensayos iniciales
mostraron que el tratamiento del VFA con tripsina provocaba la ruptura de la arginina
en el motivo, perdiendo la capacidad de unirse a células susceptibles (Robertson et al.,
1983). La integrina celular a,Bs, fue el primer receptor identificado para el VFA, sin
embargo, estudios posteriores han identificado a otras integrinas que también actuarian
como receptores, estas son a,B1, a,Bes Y avBs (Jackson et al., 2004; Jackson et al., 2002;
Jackson et al., 2000). Por lo tanto, las cepas de campo de VFA usan las integrinas a,
para su adsorcion e internalizacidon en condiciones fisioldgicas, siendo probablemente
las integrinas a.Bs Y a,Bs las que desempefie un papel importante en la infeccidn
(Monaghan 2005 jackson 2004). Vale aclarar que luego de varios pasajes del VFA en
cultivos celulares, algunas cepas han prescindido el requerimiento de las integrinas para
la adsorcion, y en su lugar utilizan el receptor celular heparan sulfato, un proteoglicano
expresado de manera ubicua; y por ello se denomina reconocimiento independiente de

RGD.

La especificidad del motivo RGD es afectada por un nimero de parametros
estructurales y por las secuencias aminoacidicas flanqueantes. Los residuos de las
posiciones -1, +1 y +2 le confieren selectividad en la union con las integrinas celulares
(Leippert et al., 1997). Se han identificado dos leucinas altamente conservadas en las
posiciones +1 y +4 que son determinantes criticos para el reconocimiento del receptor.
Esto sugiere que modificaciones sutiles en el “loop” GH puede tener implicaciones

importantes para el reconocimiento celular dependiente de RGD por parte del virus.
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1.2.4. Ciclo infectivo

Tras su unién a integrinas, el viridon es introducido en la célula mediante un
mecanismo dependiente de clatrina (Berryman et al., 2005; Martin-Acebes et al., 2007;
O'Donnell et al., 2005). Posteriormente, el virus internalizado se localiza en un
compartimento endosomal cuyo ambiente comienza a acidificarse rapidamente (Figura
1.5). Esto provoca que el viribn de 140S se desensamble en las subunidades
pentaméricas de 12S por el bajo pH y el ARN unido covalentemente a la proteina 3B
sea liberado al citoplasma (Curry et al., 1995; Ellard et al., 1999; van Vlijmen et al.,,

1998).

Una vez en el citoplasma, la VPg es escindida del ARN infectante por una enzima
celular antes de ser traducido (Ambros y Baltimore, 1980; Ambros et al., 1978); sin
embargo se han encontrado complejos de inicio de sintesis proteica viral que contenian
a VPg (Golini et al., 1980). Posteriormente, el ARN viral es reconocido por los ribosomas
a través del IRES, formando polisomas encargados de la traduccion de la poliproteina
viral de 2330 aminoacidos. Las proteasas virales procesan la poliproteina co-
transcripcionalmente para obtener los productos precursores y posteriormente las
proteinas virales maduras, tanto estructurales como no estructurales. Paralelamente,
las proteasas virales maduras clivan proteinas necesarias para la viabilidad celular, como
factores de transcripcion (eIF4G), histonas (H3), proteinas implicadas en el trafico de
membranas (B-COP y membrina) y reguladores del ciclo celular (ciclina A y ciclina B2),

entre otros (Ryan y Drew, 1994).
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Figura 1.5 - Representacion del ciclo infectivo del VFA. Unidn del VFA a célula blanco e internalizacidn.
El ARN gendmico es liberado al citoplasma celular y comienza la traduccién mediada por IRES. Se
sintetiza la poliproteina viral y es procesada por las proteasa virales de manera cis y trans. El ARN viral
es utilizado como molde para la sintesis de la molécula de ARN negativo, complementario al genoma,
tras la formacion de los complejos de replicacion. Luego este ARN negativo es utilizado como molde
para sintetizar la cadena de ARN positiva. Esta scARN(+) es empaquetada y la proteina VPO se cliva
autocataliticamente a VP2 y VP4, produciendo un virién maduro.

Sintesis de scARN(-)

La traduccién de las proteinas virales debe preceder a la replicacién del genoma del
VFA, al ser proteinas necesarias para la sintesis de nuevo ARN viral en las células
infectadas. Entonces, existe un compromiso entre el uso del ARN viral para la traduccién
y la necesidad de utilizarlo como templado para la sintesis. Se ha demostrado que el
paso de los ribosomas por el genoma previene la replicacién, y en consecuencia la
traduccion debe ser frenada en el ARN infectante para que ocurra la replicacion y lograr
progenie viral (Gamarnik y Andino, 1998). Existen dos procesos necesarios para la
replicacion del VFA; inicialmente el ARN gendmico con polaridad positiva, sirve de
templado para la sintesis de un ARN antisentido o polaridad negativa (scARN(-)), que

serd utilizado posteriormente como templado para la sintesis de nuevo ARN gendémico
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(scARN(+)). En las células infectadas se acumula un exceso de scARN(+) sobre
SCARN(-). La causa de este exceso es el reconocimiento diferencial de la NSP 3D,
polimerasa de ARN dependiente de ARN, sobre el templado negativo; esto genera
templado para rondas de traduccion subsiguientes como también genoma para ser
empaquetado en las capsides virales (Figura 1.5). Se ha descripto que el precursor 3CD,
acumulado durante las primeras rondas de traducciéon del ARN infectante, no tiene
propiedades de polimerasa aun, pero si posee actividad proteasa y de unién al ARN.
Este precursor se une a la region cre del 5’'UTR, siendo necesaria para la uridilacion de
la proteina VPg. La estructura estable en forma de “stem-loop”, cre, de los picornavirus
contiene un motivo AAACA que actla como sefial para la uridilacion de VPg (3B) para
la polimerasa viral, produciendo VPgpU y/o VPgpUpU (Gerber et al., 2001; Paul et al.,
2000). Este producto actua como cebador de la iniciacion de la sintesis de ARN,
explicando la presencia de VPg en los extremos 5 de los transcriptos de ARN tanto
positivos como negativos. A su vez el precursor 3CD incrementa la afinidad del IRES por
PCBP2, una proteina celular esencial en el comienzo de la replicacién (Gamarnik y

Andino, 1998).

La mayoria de las proteinas no estructurales y sus precursores, junto con el ARN,
se localizan asociados a estructuras membranosas celulares, formando el “complejo de
replicacién” (Banerjee et al., 2001; Echeverri y Dasgupta, 1995; Harris et al., 1994;
Parsley et al., 1997; Paul et al., 1994; Xiang et al., 1995). La funcién de este complejo
de replicacion seria la de localizar en una misma estructura celular a todos los
componentes necesarios para la replicacién del ARN viral, incrementando de esa

manera, la concentracion local de proteinas virales no estructurales (Bienz et al., 1992).

Los pasos finales del ciclo viral son el empaquetamiento de moléculas de ARN
gendmico en la capside viral y la maduracion del precursor VPO a VP4 y VP2. Se debe

aclarar que los mecanismos de empaquetamiento y de maduracién no estan totalmente

-26-



Introduccion

resueltos y son probablemente los menos estudiados de todos los pasos en el ciclo de
replicacién del VFA. Se han realizado mas estudios en otros picornavirus, como es el

caso de enterovirus y se suele suponer analdgicas para el VFA.

Actualmente existen dos modelos que explican el ensamblado de los nuevos
viriones de picornavirus. Uno de ellos propone que las proteinas estructurales en forma
de pentameros se agruparian formando capsides vacias donde luego ingresaria el ARN;
el otro propone que los pentdmeros interaccionarian con el ARN para formar el provirion
(capside con VPO sin clivar). Aunque en algunos picornavirus esto ocurre naturalmente,
no se ha demostrado que los proviriones se produzcan en las células infectadas con VFA
(Grubman y Baxt, 2004). Por el contrario, estudios con marcas radioactivas han
demostrado que se pueden seguir a las proteinas estructurales formando los
protémeros, pentameros, capsides vacias y virion maduro (Yafal y Palma, 1979). Ambos
modelos proponen la necesidad de la miristilacion del extremo N-terminal de VPO
(Ansardi et al., 1992; Marc et al., 1991; Moscufo et al., 1991) para la formacion de la
capside madura. El paso final para el ensamblado y generacion de virus infeccioso es la
maduracion de VPO a los productos finales VP2 y VP4 (miristilado), la cual requiere de
la presencia del ARN viral. Este paso es esencial para la formacién de virus infectivo, ya
que los virus que no sufren ese proceso de maduracién presentan un impedimento para
liberar el ARN al citoplasma de las células infectadas (Knipe et al., 1997), aunque se

unen al receptor y muestran sensibilidad al pH.

Se ha descripto que los picornavirus solo empaquetan en su capside moléculas de
scARN(+) unidas a la proteina VPg, excluyendo todas los demas ARN tanto virales como
celulares (Nomoto et al., 1977; Novak y Kirkegaard, 1991). Asimismo, solo el sScARN(+)
recién sintetizado es empaquetado, indicando una asociacion activa entre la replicacion

del ARN y el empaquetamiento de este dentro de la capside viral. Posiblemente existan
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seflales de empaquetamiento en cis presentes en la molécula sintetizada de ARN que

facilitan dicho proceso.

El tiempo requerido para un ciclo simple de replicacion viral puede durar de 5 a 10
horas dependiendo de muchas variables, entre ellas, la cepa viral, la temperatura, el
pH, la célula huésped y la multiplicidad de infeccion. Las particulas de virus maduras a
menudo forman cristales en las células infectadas y posteriormente son liberadas por
desintegracion de la célula huésped. La mayoria de los picornavirus son virus citopaticos,
es decir que son liberados cuando la célula pierde su integridad y se rompe (Racaniello,

2001).

1.3. RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE A VFA

Todos los virus son patdgenos intracelulares obligados que dependen para su
supervivencia de hospedadores susceptibles donde replicar. Las infecciones virales
pueden ser clasificadas en dos grandes grupos de acuerdo a las caracteristicas
citopatogénicas de los virus involucrados: infecciones citopdticas y no citopaticas. El
VFA, pertenece al primer grupo. La estrategia de supervivencia de los virus citopatico
es infectar al huésped, replicar rapidamente causando gran dafio celular, lo que induce
una rapida respuesta de anticuerpos neutralizantes. Por lo tanto, el virus debe
transmitirse a un nuevo hospedador susceptible antes de ser neutralizado y controlado
por el sistema inmunitario (Hilleman, 2004). Por este motivo, los virus citopaticos son
alta y rapidamente contagiosos. Sin embargo, esta estrategia viral presenta el
inconveniente de que, con cada transmision, el nimero de hospedadores susceptibles
no inmunes en una poblacidn disminuye. Consecuentemente, la posibilidad de
replicacién viral en la poblacion se reduce rapidamente. Por lo tanto, la mayoria de los
virus citopaticos escapan a este estado de inmunidad poblacional mediante mutaciones

que generan variantes virales, que si bien presentan reaccién cruzada con la variante
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viral original en varios epitopes reconocidos por anticuerpos (Acs), no reaccionan de
manera cruzada en aquellos epitopes involucrados en la neutralizacién o proteccion.
Como resultado, individuos recuperados de la infeccidon que presentan inmunidad contra
un serotipo viral, no poseeran inmunidad protectora contra virus pertenecientes a

distintos serotipos, y por lo tanto, seran susceptibles a la infeccidon con estos ultimos.

Como consecuencia de la replicacion viral, la respuesta inmunitaria (incluyendo
respuesta humoral y celular) es estimulada especificamente e inducird una eficiente
proteccion frente a reinfecciones con virus homologo o relacionado antigénicamente

(Collen, 1994; McCullough et al., 1992b).

1.3.1. Generalidades de la respuesta inmunitaria

El sistema inmunitario es un sistema de defensa natural que posee el cuerpo contra
las infecciones de patdgenos. A través de una reaccion bien organizada, el cuerpo ataca
y destruye los organismos infecciosos que lo invaden. Para realizar este cometido, el
sistema inmunitario posee la capacidad de reconocer y discriminar las estructuras

propias de las ajenas, caracterizandose por su especificidad y memoria.

La respuesta inmunitaria se desarrolla en tres pasos: i) el reconocimiento de
manera inespecifica y especifica del agente extrafio por parte de los fagocitos, linfocitos
Ty By otros tipos celulares; ii) la activacién y regulacion de los diferentes elementos
del sistema inmunitario a través su interaccion y iii) desarrollo de mecanismos efectores
del tipo e intensidad adecuada para la eliminacion o inactivacion del agente extrafio.
Dentro del proceso de reaccidon frente a patdgenos, la respuesta inmunitaria por parte
del hospedador se puede clasificar en respuesta innata (natural o inespecifica) y

adquirida (adaptativa o especifica).

La respuesta innata actla desde el inicio del proceso infeccioso. Estd constituida
por barreras fisicas como la piel y epitelios, que a su vez produce sustancias quimicas
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con actividad microbiostaticas y microbicidas, y mediadores capaces de inducir y
orientar a la respuesta inflamatoria local. Ademas, posee un componente celular que
reline a monocitos/macréfagos, mastocitos, polimorfonucleares, células NK, células NKT
y células dendriticas tanto mieloides como plamocitoides. La inmunidad innata celular
reconoce a los patégenos a través de los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPS) mediante receptores de reconocimiento de patrones (RRP). Por el contrario, la
respuesta adaptativa se caracteriza por reconocer determinantes antigénicos, epitopes,
especificos mediantes determinados receptores distribuidos clonalmente en las células
T y B. Esta inmunidad adaptativa tiene la capacidad de generar memoria inmunitaria,
permitiendo una activacion mas rapida y potente en una segunda exposicién con el

patdgeno detectado (respuesta anamnésica).

Al igual que la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa posee un componente
humoral basado en la produccion de anticuerpos, y un componente celular basado en
mecanismos de citotoxicidad. La respuesta humoral estd mediada fundamentalmente
por los linfocitos B, los cuales mediante receptores especificos de antigeno (BCR,
inmunoglobulinas de membrana), son capaces de reconocer los antigenos foraneos en
su conformacion nativa. Este reconocimiento, junto con la cooperacidon de las células T
estimuladas especificamente, activa a los linfocitos B que proliferan especificamente y
maduran a células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas (Ig) solubles o Acs (Igs
con la misma especificidad que los BCR). El isotipo de los Acs producidos sera diferente
segun el tipo de activacién celular T que se produzca y por lo tanto segin el entorno de
citoquina (Abbas y Lichtman, 2004). Ademas, tras la proliferaciéon, una parte de los
linfocitos B permanecen como células de memoria que expresan en su superficie el
receptor especifico (BCR de isotipo especifico) y que presentan una mayor afinidad por
el antigeno. Estas células de memoria, tras una segunda activacion, se diferencian en

células plasmaticas productoras de anticuerpos.
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Puntualmente, los bovinos expresan isotipos IgM, IgG, IgA e IgE. Poseen 3
subclases de IgG: IgGl, IgG2 e IgG3 (anteriormente clasificada como IgG2b). Los
niveles normales de IgG1 e IgG2 en suero son equivalentes (11,2 mg/mly 9.2 mg/ml|,
respectivamente), mientras que los valores normal para IgG3 no son conocidos al no
contar con un anticuerpos contra dicho isotipo para poder cuantificarlo (Butler, 1998).
Sin embargo, datos cualitativos sugieren que IgG3 es un componente menor en el suero
(Butler et al., 1987). Asimismo, los isotipos IgM e IgA (dimérica) se encuentran en una
baja proporcion de las Igs séricas (3mg/ml y 0.37 mg/ml respectivamente) mientras
que el isotipo IgE es indetectable. En cuanto a la inmunidad de mucosas, se determiné
a la IgA como la Ig principal sintetizada por los tejidos de la mucosa en bovinos y se
encuentra en secreciones exocrinas, exceptuando el calostro y la leche (Mach y Pahud,
1971). Sin embargo, las secreciones de la glandula mamaria de los bovinos presentan
una particular predominancia de IgGl sobre IgA. Esto sugiere la existencia de un
mecanismo de transporte adicional de IgGl en el sistema de mucosas en estos
rumiantes. Al no producirse el pasaje transplacentario de anticuerpos maternos al feto,
la transferencia pasiva de los anticuerpos (inmunidad pasiva) a los terneros recién
nacidos es asegurada por la alta concentracién de anticuerpos, particularmente IgG1,
en el calostro y la eficiente captacion de las proteinas intactas por los neonatos
(Pastoret, 1998). De este modo, la IgGl constituye un isotipo importante en las
secreciones de la especie bovina; ya que no solo predomina en las secreciones de la
glandula mamaria, sino que también estd presente en secreciones nasales, fluidos

broncoalveolares, fluidos intestinales y en la bilis (Butler, 1998).

La respuesta celular esta mediada por los células T, que a diferencia de los B, sdlo
reconocen al antigeno una vez procesado y asociado a moléculas propias del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) (Abbas y Lichtman, 2004). Este requerimiento
origina lo que se conoce como restriccion por CMH, dado que dentro de una poblacion

polimdrfica respecto al CMH, diferentes individuos podran reconocer regiones distintas
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de una proteina y ser cargadas en el CMH para el posterior reconocimiento por parte de
las células T. Esta restriccion CMH es especialmente relevante en el disefo de vacunas
donde no se utiliza el patdogeno entero (Butcher, 1994); es decir, estas vacunas tal vez
no posean secuencias de aminoacidos, que si estén presentes en el patdgeno entero,
capaces de ser cargadas en el CMH. Estas moléculas de membrana y altamente
polimérficas, se unen selectivamente con distinta afinidad a los péptidos procesados, y
son responsables de las diferencias individuales que encontramos en una poblacién en
términos de susceptibilidad y respuesta a una enfermedad. Existen dos clases distintas
de moléculas de CMH, las de clase I se expresan en todas las células nucleadas, y las
de clase II estan presentes Unicamente en las células presentadoras de antigenos (CPA).
Las CPA estan compuestas por células dendriticas, monocitos, macréfagos, linfocitos B
y células T activadas (Holling et al., 2004). La via de entrada de los antigenos en las
CPA es la que determinar el destino final de los péptidos procesados en los CMH (Figura

1.6).

La funcién del CMH de clase I, es presentar fragmentos de proteinas producidas en
el interior de las células a los linfocitos T. Las células sanas son ignoradas, pero las
células que presentan fragmentos de proteinas extrafias para el organismo (infeccién
por patdgenos citosdlicos) son reconocidas y atacadas por el sistema inmunitario.
Debido a que los CMH-I presentan péptidos derivados de proteinas citosdlicas, la via de
presentacion se denomina enddgena o citosdlica. En la presentacion de antigeno por
clase II, las CPA utilizan la via exdgena o endocitica. Por esta via las proteinas exdgenas
son internalizadas (fagocitosis, macropinocitosis, etc), procesadas y expuestas en los
CMH-II. Las proteasas catepsina D y catepsina B son las mas importantes en el
procesamiento de las proteinas por su predominancia en las vesiculas endosomales y
lisosomales (van Lierop et al., 1994). Las células dendriticas tienen la propiedad
particular de presentar, péptidos adquiridos por la via exégena en CMH-I, a lo que se

denomina presentacién cruzada (Figura 1.6).
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Figura 1.6 — Presentacion de antigeno en CPA. Las CPAs poseen dos vias de presentacidn
funcionales. Los péptidos son presentados por moléculas CMH-I por la via citosdlica, y son derivados
de la degradacion de proteinas en el citosol. En la via exdgena las moléculas de CMH-II son cargadas
con péptidos generados por protedlisis en los endosomas. Las proteinas que originan estos péptidos
pueden provenir de material exdgeno que la célula internalizd, o de componentes celulares
endogenos como proteinas plasmaticas, componentes de la ruta endoplasmatica, y proteinas
citosolicas con acceso a los endosomas por autofagia. Un subconjuto de células dendriticas tiene la
capacidad de presentar pepitos exdgenos por la via de CMH-I, a este proceso se lo denomina
presentacion cruzada. (TAP) Transportador asociado a procesamiento de antigeno.

Imagen adaptada: Cunningham et al., 2013. DOI: 10.1007/978-1-4614-4433-6_1

El receptor especifico de los linfocitos T (TCR) esta formado por un heterodimero
constituido por dos cadenas similares a las inmunoglobulinas, en combinaciones af o
yd unidas por enlaces disulfuro. Este heterodimero estd asociado sobre la membrana
con un grupo de moléculas sin variabilidad morfolégica denominado CD3. A su vez, las
células T de sangre periférica expresan y exponen en su membrana dos tipos de
correceptores: CD4 o CDS8. Las células T CD8" reconocen, a través de su TCR, el
antigeno expresado en células infectadas, asociado al CMH-I. En general las T CD8"
presentan una funcién citotdxica; tras activarse, lisan la célula infectada. Las células T
CD4* reconocen los epitopes T asociados a las moléculas del CMH-II y se asocian

fundamentalmente a funciones cooperadoras realizadas mediante la liberacién de
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mediadores solubles (citoquinas), capaces de estimular la funcién citotoxica de los

linfocitos CD8™ o potencian la respuesta de los linfocitos B (Noelle y Snow, 1990).

Para conseguir una estimulacion de las células T que conduzca a una activacién
efectiva, son necesarias dos sefiales independientes. La primera se produce por la
interaccion del TCR de las células con el CMH cargado con antigeno, y la segunda sefial
producida por diversas moléculas co-estimuladoras presentes en las CPA. La ausencia
de esta segunda sefial conduce a la anergia de los linfocitos T, es decir no se produce

la respuesta.

Las células T CD4* constituyen una poblacién heterogénea. De acuerdo con su perfil
funcional, determinado fundamentalmente por el particular patrén de citoquinas que
producen, se distinguen en Th1l o Th2. Se diferencian en uno u otro sentido segun el
microambiente de citoquinas presentes en el 6rgano linfatico secundario, donde las
células dendriticas activan a las células T virgenes o naive. Dentro del proceso de la
respuesta inmunitaria especifica, las células del sistema inmunitario producen diversos
mediadores solubles denominados citoquinas, que regulan la respuesta inmunitaria,
controlando los procesos de activacion, crecimiento y diferenciacion celular. La
presencia de interleuquina 12 (IL-12) y citoquinas relacionadas promueven la
diferenciacion de las células T CD4* en un perfil Th1, mientras que la presencia de IL-4
conduce la diferenciacion hacia un perfil Th2 (Mena et al., 2002; Shah et al., 2012). Los
linfocitos Th1l produce mayoritariamente IL-2, interferon-y (IFN- y) y factor de necrosis
tumoral-B (TNF- B), citoquinas que promueven principalmente una respuesta de tipo
celular, activando linfocitos CD8" y macréfagos. La subpoblacion Th2 es productora de
IL-4, IL-5 e IL-10 favoreciendo el desarrollo de la respuesta humoral (Abbas y Lichtman,
2004; Mosmann y Coffman, 1989). En este proceso de polarizacion Thl / Th2, un tipo
de respuesta suele inhibir al otro, mediante las citoquinas especificas (Figura 1.7).

Estudios in vitro utilizando linfocitos B bovinos demostraron que la el perfil de isotipo de
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los anticuerpos producidos puede estar polarizado bajo ciertas condiciones; la expresién
del isotipo IgG1 estéd regulado positivamente por IL-4 y el isotipo IgG2 por IFN- y (Estes

y Brown, 2002).

Figura 1.7 — Regulacion e induccion
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producida por Th2 favorece al isotipo
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El IFN-y es una citoquina que cumple un papel importante en la respuesta antiviral.
Entre sus multiples efectos bioldgicos, el IFN-y es el principal activador de macréfagos,
potenciando su actividad antimicrobiana y su capacidad para procesar y presentar
antigenos a las células T. Ademas, tiene la capacidad de modular el cambio de isotipo
de las Ig en los linfocitos B (Rodriguez-Carreno et al., 2002), isotipo que a su vez activa
al complemento y promueva la opsonofagocitosis (fagocitosis del patégeno facilitada
por una opsonina, como puede ser un anticuerpo o C3b, una proteina del complemento
entre otras). Esta citoquina es producida fundamentalmente por las células T y células
NK. La produccién de IFN-y se ha detectado en la respuesta inmunitaria frente a
distintos virus, entre ellos VFA, donde se ha identificado su papel esencial en el control

de la replicacién de virus en los hospedadores (Zhang et al., 2002).
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1.3.2. Respuesta inmunitaria humoral frente a VFA

La inmunidad mediada por anticuerpos se identificé hace mas de un siglo como el
principal mecanismo de proteccion frente a la infeccion de VFA. Asi, se observo que la
transferencia pasiva de suero de animales convalecientes que habian padecido la
enfermedad, era capaz de proteger a animales expuestos al virus (Collen, 1994). Los
animales infectados con el VFA desarrollan un estado inmunoldgico, caracterizado por
altos niveles séricos de Acs especificos con actividad neutralizante, los cuales persisten
hasta 18 meses post infeccion (Wigdorovitz y Sadir, 1996). La proteccion frente a la
infeccion por el VFA ha sido siempre relacionada con la presencia de estos Acs
neutralizantes especificos en suero (Hingley y Pay, 1987; Pay y Hingley, 1992; Van
Maanen y Terpstra, 1989). Sin embargo, es posible encontrar animales protegidos con
niveles subneutralizantes de anticuerpos (Liebermann et al., 1993) lo que sugiere que
la proteccion estaria mediada, ademas, por otros componentes de la inmunidad por lo

menos en estos animales.

Los primeros anticuerpos neutralizantes que aparecen son las IgMs
(inmunoglobulina séricas de isotipo M); lo hacen entre los 3 a 5 dias luego de la infeccién
0 vacunacion de los hospedadores naturales. En los bovinos, el pico de la respuesta se
produce alrededor de los 5 a 10 dias post-infecciéon y va disminuyendo. Luego, al
madurar la respuesta ocurre el cambio de clase predominando la respuesta a IgG1, pero
siendo detectable igualmente IgG2 e IgA. Las IgGs (inmunoglobulinas séricas de isotipo
G1 y G2) aparecen a partir del dia 4 en adelante, alcanzando el pico de concentracién
entre los 10 y 15 dias (Abu Elzein y Crowther, 1981; Cowan, 1973). El desarrollo de
esta respuesta coincide con la resolucion de las lesiones, fin de la viremia y reducciéon

de la excrecion viral.

La respuesta inmunitaria humoral inducida en mucosas también ha sido objeto de

estudio, dada la importancia de la ruta oro-faringea como principal via de entrada para
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el VFA (Alexandersen y Donaldson, 2002; Burrows et al., 1981; Francis et al., 1983).
En la primera etapa de la infeccidn, y coincidiendo con la aparicién de lesiones, se puede
detectar anticuerpos con actividad neutralizante en las secreciones del tracto
respiratorio superior. Se cree que los anticuerpos detectados en estas secreciones, con
actividad neutralizantes, provienen del suero y consisten mayormente en IgM con solo
una pequefia contribucion de IgA (Francis et al., 1983). Un pico de sIgA (IgA secretoria)
surge alrededor de los 35 dias post-infeccién y es casi exclusivamente sintetizada de
manera local (Matsumoto et al., 1978). La deteccion de IgAs en mucosas, a partir de
fluidos oro-faringeos de bovinos infectados con VFA, se ha considerado como un posible
indicador de persistencia viral (Parida et al., 2006). Asi, su deteccién en mucosas se ha
empleado como una herramienta Util para la identificacion de bovinos infectados
persistentemente con VFA o asintomaticos. El isotipos IgG1 e IgG2 bovino también son
detectados en los fluidos de secrecidn con titulos similares a los titulos séricos, lo que

sugiere que es en gran parte proveniente del suero (Salt et al., 1996).

Como se menciond anteriormente, los anticuerpos neutralizantes dirigidos a los
principales sitios antigénicos de la capside viral pueden perdurar hasta varios afios,
cuatro afios y medio en el caso de los bovinos. Sin embargo, las concentraciones
encontradas a lo largo de ese tiempo son menores a la detectada en el pico
concentracién. Asimismo, las IgMs no suelen perdurar tanto tiempo, en el caso de los
bovinos aproximadamente a los 50 dias dejan de detectarse (Salt et al., 1996), mientras
que en los cerdos se ha encontrado que persisten hasta seis meses post-infeccion. En
este hospedador, las IgGs comienzan a aparecer entre los 4 a 7 dias detectando el pico

de concentracion a las dos semanas post-infeccion (Cowan, 1973).
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La induccidn de una repuesta inmunitaria humoral especifica implica el
reconocimiento de epitopes virales presentes en la particula viral por parte de los
linfocitos B para producir anticuerpos especificos. Conjuntamente, es esencial el
reconocimiento de epitopes T tras el procesamiento antigénico y presentacién en el
contexto del CMH-II (Figura 1.8). En este sentido, es crucial entender el mecanismo por
el cual las células T CD4* colaboran con los linfocitos B durante una infeccién viral, con
el objetivo de definir los requerimientos de la vacuna. Por ello, la identificacion y
caracterizacion de epitopes T en la secuencia de VFA (Bittle et al., 1982; Blanco et al.,
2001; Blanco et al., 2000; Collen, 1994; Van Lierop et al., 1995a) ha sido muy
importante para entender la repuesta inmunitaria celular mediada por linfocitos T CD4*
y su via de presentacién antigénica (Collen et al., 1991; Garcia-Briones et al., 2000;

Glass et al., 1991; van Lierop et al., 1995b).

e i MHC Il + péptido viral
. & o
Endosoma &cr 8 * Virus . ; :
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tardio Linfocito B activado

Figura 1.8— Activacion de linfocitos B por reconocimiento de epitope. Reconocimiento de
antigeno a través de BCR (receptor de células B) que desencadena la fagocitosis del patégeno. Las
proteinas virales son procesadas por la via exdgena, y los péptidos virales resultantes son
presentados en el contexto de CMH de clase Il. Este reconocimiento es la primera sefial de
activacion que recibe el linfocito B, sin embargo es necesaria una segunda sefial para inducir la
proliferacion del linfocito B y su diferenciacidn célula secretora de anticuerpo (CSA).

El paso mas importante para generar un respuesta antiviral por parte de las células
T, es que las CPA capturen el antigeno viral en los tejidos infectados, se activen por la
unién de los PAMPs del virus a sus RRPs, y que migren a los ganglios linfaticos que
drenan dicho sitio de infeccidon. La naturaleza de la infeccion viral, como también la

unién al RRP, pueden influir en el estado de activaciéon de las CPA cargadas con los
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péptidos virales y el ambiente para la polarizacion de la respuesta de las células
colaboradoras CD4*. Las sefiales producidas por el RRP en las CPAs aumentan la
expresion de las moléculas de CMH-II, moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86,

y de las citoquinas proinflamatorias tales como IFNs de tipo I, TNF, IL-1, IL-6 e IL-12.

Cuando las CPAs migran a los ganglios linfaticos drenantes priman a las células T
CD4" naive que se diferencian en efectores antivirales (Figura 1.9a). Estas células T
CD4* activadas entran al foliculo de linfocitos B en el ganglio linfatico y le proveen ayuda,
resultando en la formacion de un centro germinal (Figura 1.9b). Estas células T CD4™
pasan a llamarse células T foliculares (Tgy, follicular helper T). Luego de la infeccion
viral, las células Tgy comienzan a expresar SAP, un proteina de asociacion a SLAM
(“SLAM-associated protein”) (Crotty et al., 2003; McCausland et al., 2007). SLAM,
molécula de sefalizacion de activacion linfocitica, es un receptor de membrana
expresado en todas las células del sistema inmunitario y posee una participacion
importante en las respuestas, pudiendo promover o inhibir las funciones de los
receptores primarios de activacion. La expresién de SAP en las células Tgy es necesaria
para la formacién de los centros germinales donde se promueve la generacion de las
células B de memoria y las células plasmaticas productoras de anticuerpos de larga vida
media (Crotty et al., 2003; Kamperschroer et al., 2006). Por esto Ultimo, las células Ty
son importantes para generar una inmunidad protectora para la mayoria de los virus;
en efecto, se ha comprobado que las células T CD4* son un requerimiento necesario
para la respuesta humoral optima luego de la infeccidon con coronavirus (Chen et al.,
2010), virus de la viruela (Sette et al., 2008), virus de la fiebre amarilla (Liu y Chambers,

2001) o virus de la estomatitis vesicular (Thomsen et al., 1997).
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Figura 1.9— Representacion de activacion de linfocitos B tras colaboracion de células Tru. (a)
Activacion de las CPA, células presentadoras de antigeno por presencia del virus o células
infectadas. (b) La funcidn principal de las células T CD4* es proveer ayuda a los linfocitos B en los

centros germinales, promoviendo el cambio de isotipo y maduracién de la

respuesta de

anticuerpos. Las células T foliculares (Trn) son un conjunto de células T CD4* especializadas que
colaboran con los linfocitos B a través de interaccidn célula a célula (mayormente por interaccion
CD40L-CD40) y de la liberacién de citoquinas.
Iméagenes adaptadas: Swain et al., 2012. DOI: 10.1038/nri3152

Varios ligandos co-estimuladores son expresados por las células T CD4* vy

contribuyen a promover la activacion de los linfocitos B. Un importante ligando es el

CD40L, que es expresado por las células T CD4" activadas. EI CD40L, como su hombre

lo indica, interactia con el CD40 presente de manera ubicua en los linfocitos B. Esta

interaccion es crucial para generar las respuestas humorales dptimas contra diversos

patdgenos virales. También se ha reportado que la expresion del co-estimulador

inducible de células T (ICOS) por las células Tg4 es importante para la formacién de los

centros germinales (Crotty, 2011) e induccién de respuesta humoral para algunos virus

(Bertram et al.,
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en las células Tgy alin no estan totalmente esclarecidas. Por lo tanto, son necesarios
mas estudios que apunten a determinar la importancia de las sefales adicionales que
se generan entre las células Ty Y los linfocitos B, que promuevan la respuesta protectora

de anticuerpos durante una infeccién viral.

Una vez en el centro germinal, los genes que codifican las cadenas pesadas y
livianas de la Ig de los linfocitos B proliferantes (centroblastos) sufren una serie de
mutaciones que daran como resultado la produccién de anticuerpos de mayor afinidad
por el antigeno (hipermutacién somatica) y de isotipo diferente a la IgM (cambio de
isotipo). La hipermutacion somatica es un mecanismo por el cual la porcion variable de
las cadenas pesadas y livianas de las Igs sufren mutaciones puntuales con una tasa muy
elevada. Cuando los centroblastos dejan de proliferar se transforman en centrocitos.
Estos centrocitos expresan en su membrana las Igs mutadas. Esto significa que
expresan inmonoglobulinas distintas de las del linfocito B que reacciond por primera vez
con el antigeno. Las mutaciones que son perjudiciales para la célula o que disminuyen
la capacidad de reconocimiento del epitope antigénico, conducen a la apoptosis celular.
Luego, un proceso selectivo, dirigido por el antigeno, va enriqueciendo las poblaciones
de linfocitos B con Igs de mayor afinidad; fendmeno que se conoce como maduracion

de la afinidad de las Igs.

Durante la infeccién, no solo se generan anticuerpos contra las variantes
antigénicas de la capside viral, sino que también se comienza a monta una respuesta
humoral frente a las proteinas no estructurales del virus. Estos anticuerpos dirigidos a
antigenos asociados a la infeccion viral (VIAA) como la ARN polimerasa (3D) vy la
proteasa (3C) son utilizados como evidencia de infeccidn en muchas especies, siendo
objetivo de deteccién en los llamados ensayos de diferenciacion entre animales
infectados de vacunados (DIVA, Differentiation of infected from vaccinated animals). La

duraciéon de estos anticuerpos en animales infectados, es menor que los niveles de
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anticuerpos contra proteinas estructurales. No se ha establecido en detalle si existe un
perfil diferencial de anticuerpos contra proteinas no estructurales y el estadio de

infeccion (agudo, convaleciente, portador o infectado).

Como se menciond anteriormente, hay evidencia de animales con titulos de
anticuerpos significativos que pueden no estar protegidos, mientras otros con titulos de
anticuerpos neutralizantes bajos o nulos, pueden llegar a estarlo (McCullough et al.,
1992a). Esta falta de correlacion ocasional ha sugerido la existencia de otros
mecanismos del sistema inmunitario que expliquen la proteccién del animal en ausencia
de anticuerpos neutralizantes detectables, como la estimulacién de una respuesta
inmunitaria celular (Becker, 1994; Oh et al., 2012). Estos trabajos han sugerido que la
induccion de anticuerpos mediada por células T CD4™*, asociada a presentacion via CMH
clase II, no debe ser el Unico mecanismo implicado en la respuesta inmunitaria
protectora frente a la enfermedad, sino que la respuesta inmunitaria celular, mediada
por linfocitos T CD8™, restringida a moléculas CMH de clase I (Childerstone et al., 1999;
Guzman et al., 2008), ha de tener un papel fundamental en la respuesta protectora
(Collen, 1994). También se ha sugerido que los Acs opsonizantes podrian tener un papel
importante en la proteccion frente a la infeccion viral (Quattrocchi et al.,, 2011;
Quattrocchi et al., 2014). Estos Ac opsonizantes, junto con los macréfagos, son
esenciales para lograr la eliminacion del virus en el animal infectado, por remocién de

los complejos Ac-virus y destruccién del patégeno una vez fagocitado.

1.3.3. Respuesta inmunitaria celular frente a VFA

El papel de la inmunidad celular en la proteccién contra el VFA en los hospedadores
naturales es un asunto de controversia y escasamente estudiado. Se han reportado
respuestas antivirales mediadas por células T, luego de la infeccidn o vacunacion en

porcinos y bovinos (Blanco et al., 2001; Childerstone et al., 1999; Glass et al., 1991) y
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se ha sugerido que esta inmunidad mediada por células estd involucrada en la
eliminacion viral de animales infectados persistentemente (Oh et al., 2012; Zhang et

al., 2002).

La identificacion y caracterizacidon de los epitopes T son importantes para entender,
no solo la inmunidad humoral mediada por las células T CD4*, sino también la
inmunidad celular mediada por las células T CD8™ (células T citotdxicas). Como se sefald
anteriormente estos epitopes T exdgenos son cargados en el contexto de los CMH de
clase II y reconocido por células T CD4* o también, en el caso particular de las
dendriticas, en CMH de clase Iy son reconocidos por de células T CD8*. Existen muchas
publicaciones demostrando que la respuesta de las células CD4* tienen un papel
importante en la proteccién frente al VFA; sin embargo, es poco lo que se ha estudiado
sobre la respuesta anti-VFA restringida a CMH-I, a pesar de haberse reportado una
inmunidad celular frente a este virus. Por |lo tanto, la significancia de la inmunidad celular

en términos de proteccion frente al VFA permanece incierta.

La respuesta especifica mediada por células T citotoxicas es mayor en animales
infectados que en vacunados (Garcia-Valcarcel et al., 1996). Childerston vy
colaboradores, han observado actividad T-CD8™ anti-VFA recién a las 5 semanas post-
infeccion (Childerstone et al., 1999). Este grupo ha propuesto que los linfocitos T CD8*
participan en el estadio tardio de la infeccién. Dado que VFA es un virus citopatico, seria
poco probable que una respuesta de tipo T-CD8+ estuviese presente durante el ciclo
agudo de la enfermedad. En esta etapa la respuesta protectora seria mediada por
anticuerpos, con un rol preponderante de la actividad neutralizante. Sin embargo, en la

etapa tardia, la presencia de células T CD8* podria tener un rol mas importante.

Al igual que en el caso de la colaboracion con los linfocito B, las células T CD4™
promueven la activacion de las células T CD8* a células efectoras (citotdxicas) o de

memoria; aunque los mecanismos de accién estan menos estudiados para esta ultima

-43-



Introduccion

colaboracion. Sin embargo, la interaccién entre CD40L-CD40 entre las células CD4" y
las CPA sigue siendo de gran importancia. Esta interaccion y posterior activacion de las
CPA, las convierte en células competentes para estimular a los CD8" naive; a esto se lo
ha denominado licenciamiento de las CPA(Bennett et al., 1998; Bennett et al., 1997).
Sin embargo, este mecanismo podria ser solo de menor importancia en el caso de los
virus, ya que las CPA pueden ser efectivamente activadas por la sefializacion gatillada
por los RRPs al detectar los PAMPs de estos patdgenos (Johnson et al., 2009; Lee et al.,
2003). No obstante, no esta claro del todo si las CPA directamente activadas por RRPs
son funcionalmente equivalentes de aquellas que se activaron tras la interaccion con las
CD4* (Hamilton-Williams et al., 2005) (Figura 1.10). Se ha demostrado que para
algunos virus la ausencia de células T CD4* compromete la generacion de una respuesta
primaria citotéxica (Belz et al., 2002; Novy et al., 2007; Riberdy et al., 2000; Smith et

al., 2004).

Durante la respuesta primaria, el licenciamiento de las CPA por parte de las CD4*
probablemente ocurre posterior a la polarizacién de los distintos perfiles de las Th. No
esta definido si los distintos subconjuntos de Th poseen roles diferentes en colaborar
con las células T CD8*. No obstante, las Th totalmente polarizadas podrian promover
una respuesta eficiente por parte de las células citotdxicas frente a la infeccidon viral a
través de mecanismos distintos al licenciamiento de las CPA. Por ejemplo, luego de la
interaccion antigeno especifica entre la CPA vy las células CD4" (CMH-II - TCR) las
quimiocinas producidas atraen activamente a las células CD8" a las CPA, y la interaccion
entre las CD4" y las células CPA protegen a estas Ultimas de la lisis mediada por las
células citotéxicas (Mueller et al., 2006) llevando, posiblemente, a una mas eficiente

activacidn de las células CD8™.
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Figura 1.10 — Colaboracion de células T CD4 a células T CD8. La via mejor caracterizada en la
generacion de células CD8 efectoras es la secrecion paracrina de IL-2 y la activacion de las CPA
mediado por la interaccién de CD40L-CD40, conocido como licenciamiento de las CPA. Este
licenciamiento podria no ser un requerimiento imprescindible, ya que el VFA posee PAMPs que
podrian activar o licenciar a las CPA de manera CD4* independiente via RRPs. La colaboracién CD4
si tiene un papel importante en la generacion de memoria funcional CD8, disminuyendo la
expresion de TRAIL en las células CD8* y facilitando la respuesta citotéxica durante infecciones
siguientes. (CPA) Célula presentadora de antigeno; (ICOS) co-estimulador inducible de células T;
(IcOoSL) ligando de ICOS; (TCR) receptor de células T.

Imagenes adaptadas: Swain et al., 2012. DOI: 10.1038/nri3152

Sumado a lo antes dichos, las células CD4" facilitan el desarrollo funcional,
patdgeno especifico, de la memoria de las células CD8™, que proporciona una respuesta
a infecciones posteriores (Janssen et al., 2003; Northrop et al., 2006; Shedlock y Shen,
2003; Sun y Bevan, 2003). Un mecanismo por el cual las células T CD4* promueven
este desarrollo involucra la disminucidn en la expresion (regulacion negativa) del ligando
inductor de apoptosis relacionado a TNF (TRAIL) en las células CD8" activadas a través
de la secrecién de IL-21 entre otras, disminuyendo o aplazando la susceptibilidad a la
“muerte por activacién” mediada por TRAIL (Janssen et al., 2005). Se observé que la

secrecion de IL-21 por las células colaboradoras es crucial para esta regulacién negativa
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(Barker et al., 2010). Por el contrario, las células CD8" que no recibieron colaboracién

de CD4" sufren apoptosis mediada por TRAIL luego de la re-exposicion al antigeno.

Conjuntamente existen otras vias por las cuales las células CD4* promueven la
generacion de células CD8" efectoras y de memoria. La produccién paracrina de IL-2
por las células CD4* durante el inicio de la activacion de las células CD8™ y el aumento
de expresion de CD25 (receptor de IL-2) en estas células efectoras (Obar et al., 2010),
mejora drasticamente la potencia de la respuesta citotoxica de memoria subsecuente
(Williams et al., 2006). A su vez, las células CD4™ mejoran la produccion de citoquinas
por parte de las CPA que aumentan las respuestas iniciales de las células CD8*, estas
citoquinas incluyen a IL-1, IL-6, TNF e IL-15. Finalmente, la interaccién directa de la
molécula CD40 en las membranas de las células CD8" naive y el CD40L de las células

CD4* pueden aumentar la generacién de las células CD8* de memoria.

1.3.4. Respuesta inmunitaria innata frente al VFA

En contraste con la respuesta adaptativa, es poco lo que se ha estudiado sobre la
participacion de la inmunidad innata en contralar la replicacion del VFA; sin embargo,
el interés ha ido aumentando con el paso del tiempo. Varios estudios ha demostrado
que los IFN-a, -B y -y pueden estar involucrados en la defensa contra el VFA en los
animales susceptibles (Brown et al., 2000; Chinsangaram et al., 2001; Chinsangaram
et al., 1999; Zhang et al., 2002). Equivalentemente, otras citoquinas pueden también
tener un rol importante en esta defensa. Un estudio en cerdos, vacunados con la vacuna
comercial, demostré que a pesar de no mostrar una respuesta sistémica inflamatoria,
el plasma presentaba actividad quimiotactica sobre los leucocitos de sangre periférica
(Rigden et al., 2003). Ademas, en los cerdos vacunados los niveles de IL-6, IL-8 e IL-
12 en el plasma aumentaban luego de la vacunacién, sugiriendo una activacién de los
monocitos/macrofagos (Barnett et al., 2002). A pesar de que los niveles de IL-6 e IL-8

parecerian no estar relacionados con la proteccién en estos animales, los niveles de IL-
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12 fueron mayores en los cerdos vacunados que estuvieron protegidos al desafio por
contacto. Esto sugiere una participacién en la induccién de monocitos/macréfagos
mediada por citoquinas en la proteccion de la enfermedad (Barnett et al., 2002). Se ha
mencionado ademas, que el microambiente producido por las células de la inmunidad

innata induce la polarizacién de las células CD4* a Thl o Th2.

Finalmente, se ha demostrado que tanto las IgG1l como la IgG2 de bovinos son
capaces de fijar complemento in vitro (IgG1 mas eficiente), como asi también de
interactuar con alta afinidad con los receptores Fc de los fagocitos (Goff et al., 1984;
McGuire et al., 1979). Por lo tanto, estos anticuerpos que seria capaces de promover la
opsonizacion y la fagocitosis de los complejos inmunes, median mecanismos protectores

mas alla de la neutralizacion (McGuire et al., 1979; Quattrocchi et al., 2011).

1.4. VACUNAS CONTRA EL VFA

La duracién de la proteccién, los titulos de anticuerpos neutralizantes, y la afinidad
promedio de la respuesta inducida por una vacuna, es siempre mas baja a la inducida
por la infeccion natural. Es por ello que las vacunas actuales dirigidas contra patdogenos
virales se evallan casi exclusivamente en su capacidad de generar fuertes respuestas
de anticuerpos neutralizantes. La proteccion mediada por anticuerpos puede durar un
largo periodo de tiempo, y la presencia de esos anticuerpos neutralizantes pueden

prevenir, mas que combatir, la infeccién en el momento del encuentro con el patégeno.

1.4.1. Vacuna clasica

La primera vacuna contra el VFA fue desarrollada por Valle, Schmidt y Waldmann
en 1937. Los antigenos virales para la formulacion de la vacuna eran obtenidos de
lesiones de animales enfermos. El virus era primero adsorbido a hidréxido de aluminio
Al(OH); que funcionaba a su vez como adyuvante y luego era inactivado con
formaldehido 0.02%. En 1951, esta fue reemplazada por una vacuna basada en la
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produccion in vitro del virus a gran escala, sobre cultivos primarios de epitelio de lengua
de bovinos crecidas en suspensién (Frenkel, 1947). Indudablemente este método de
produccion presentaba ventajas importantes como la simpleza de su ejecucion, los altos
y constantes niveles de produccién de antigeno viral y no requeria adaptacién del virus
al cultivo celular. A partir de 1960 comenzaron a desarrollarse métodos de produccién

de virus en diversos cultivos celulares.

La etapa mas importante en la produccion de vacunas contra el VFA es la
inactivacion viral y el desarrollo de un ensayo que verifique y asegure la inactivacion
total (prueba de inocuidad). En el caso del VFA en particular, es absoluta la necesidad
de garantizar la inocuidad ya que la ocurrencia de la enfermedad acarrea consecuencias
econdmicas graves para el pais afectado. La vacuna clasica tenia el grave inconveniente
de no contar con una prueba de inocuidad por la toxicidad del AI(OH)s; en ratones
lactantes o cultivos celulares, ambos métodos utilizados para la deteccién y titulacion
del VFA en aquel momento. En consecuencia, grandes lotes de vacunas podian contener
trazas de virus vivo indetectables. Sin embargo, la vacuna funcionaba de manera
efectiva en el campo sin provocar ningun brote que se pudiera vincular de forma directa
a la campaia de vacunacion. Hasta que en 1981, se detecté una cepa aislada de un
brote en Inglaterra que podria estar relacionado con el virus vacunal. Este hecho fue el
propulsor de la bUsqueda de nuevas alternativas para la formulacién de la vacuna. El
nuevo inactivante viral de primer orden que se comenzd a utilizar fue la etilenimina
binaria (BEI), una aziridina elegida entre las demas por su menor toxicidad

(Bahnemann, 1975, 1990; Doel y David, 1984).

Durante mas de 50 afios la vacuna anti Aftosa se prepard con adyuvante de Al(OH)s.
En 1968 el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTQOSA) inicio el estudio de una
vacuna anti Aftosa con adyuvante oleoso. Se comprobd que inducia titulos de

anticuerpos contra el VFA mas altos y estables que la vacuna en uso (Auge de Mello et
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al., 1977; Bahnemann y Mesquita, 1987; PANAFTOSA, 1978). Esta vacuna entonces
fue incorporada dentro de los programas regulares de vacunacién en varios paises, en

reemplazo a la vacuna clasica.

1.4.2. Vacuna convencional actual

En la actualidad, los antigenos virales utilizados en las vacunas contra VFA, se
producen a escala industrial en células BHK-21, cultivadas en suspension. Los
sobrenadantes de los cultivos se clarifican por filtracion para eliminar restos celulares y
se concentran por precipitacion del virus con polietilenglicol (PEG) 6 por ultrafiltracion;
y la inactivacién del VFA se realiza usualmente por tratamiento con BEI. La integridad
de las particulas 140S es crucial para la eficacia de las vacunas. A diferencia de la antigua
inactivacion viral, las aziridinas no poseen las propiedades fijadoras del formaldehido.
Como consecuencia, la inactivacidon con BEI resulta en una pérdida de casi el 10-30%
de las particulas 140S, mientas que las vacunas inactivadas con formaldehido podian
ser estables hasta por 5 afios. A su vez, el medio ambiente altamente heterogéneo que
constituyen los lisados vacunales, favorece la degradacién y la aglomeracion de las
particulas. Incluso un aumento en la temperatura por sobre los 15°C, lleva a la ruptura
progresiva de las capsides, generando particulas 12S (pentameros de VP1, VP2 y VP3)

con muy baja actividad inmunogénica.

El virus inactivado posee relativamente baja inmunogenicidad por lo que se utilizan
sustancias adyuvantes que actlan como vehiculos y como inmunoestimuladores. El
adyuvante que se utiliza en la vacuna actual es el adyuvante oleoso que reemplazo al
Al(OH)3 y generd estados de proteccién mas duraderos. En resumen, la vacuna se
formula a partir de una suspension estable del virus inactivado la cual se emulsiona con
el adyuvante oleoso. Debido al sistema de liberacién lenta del antigeno inactivado, las
emulsiones oleosas brindan mayores niveles de inmunidad duradera y efectiva (Spath

et al., 1995), permitiendo espaciar hasta 12 meses las re-vacunaciones.
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La ejecucién de programas sistémicos de vacunacidon anti Aftosa ha permitido
reducir el nUmero de brotes y la erradicacion de la enfermedad en muchas partes del
mundo. No obstante, existen algunos inconvenientes asociados a la produccion de las

vacunas anti Aftosa inactivadas quimicamente:

« El alto costo de produccién en contencion de seguridad bioldgica nivel 4 de la OIE
(NSB4-0IE) en paises libres de la enfermedad.

« La produccion y manipulacién de grandes cantidades de virus infectivo aumenta el
riesgo de escape viral.

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

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

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

« La necesidad de un alto grado de purificacion del antigeno viral, asegurando la
ausencia de trazas de proteinas no estructurales, que tras las sucesivas campafas
de vacunacion logren montar un respuesta de anticuerpos contra estas y no se
pueda distinguir estos animales vacunadas de animales infectados. (Ensayos DIVA)

« La necesidad de incluir mas de una cepa de cada serotipo, ya que en la mayoria de

los casos no ofrecen proteccidn cruzada
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« La falta de proteccidn durante los primeros dias post-vacunacion al no inducir una
respuesta inmunitaria protectora rapida.

« El corto tiempo de salvaguarda de estas vacunas inactivas obligan a realizar
esquemas periddicos de vacunacion (Auge de Mello et al., 1977; Auge de Mello y

Gomes, 1977).

Debido a estas desventajas de las vacunas convencionales y a que la enfermedad
no ha sido aun erradicada en el mundo, se han desarrollado numerosas estrategias
alternativas dirigidas a la mejora de la inmunogenicidad y seguridad de las vacunas

actuales.

1.4.3. Nuevas estrategias vacunales contra VFA

1.4.3.1. Vacunas a virus vivo atenuado

Las vacunas a virus vivo modificado o vacunas atenuadas, consisten en la utilizaciéon
de virus con capacidad infectiva reducida, pero capaces de mantener su
inmunogenicidad. En un principio, la atenuaciéon se llevd a cabo seleccionando
subpoblaciones adaptadas a replicar en huéspedes no susceptibles, como ratones
adultos u otros animales de laboratorio (Mowat et al., 1969; Mowat et al., 1962). Dado
el amplio rango de huésped del VFA, estas cepas resultaron en algunos casos, infectivas
para distintos huéspedes como los cerdos u otros animales biungulados que nunca antes
habian sufrido la enfermedad; o bien revertian su virulencia cuando eran probadas a

campo.

Distintas estrategias han sido desarrolladas desde aquel momento para generar
variantes de VFA atenuados. La delecidon o mutacidn de regiones del genoma viral que
estan implicadas en el bloqueo traduccional de la célula infectada (Lpro) (Almeida et al.,
1998; Chinsangaram et al., 1998b; Piccone et al., 1995; Segundo et al., 2012) o
implicadas en el reconocimiento de receptores (motivo RGD) (McKenna et al., 1995)
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han sido algunas de ellas. No obstante, la seleccidn de variantes virales que utilizan
otros receptores alternativos (Baranowski et al., 2000; Zhao et al., 2003), riesgos de
reversion a fenotipos virulentos o la incapacidad de inducir una buena respuesta
inmunitaria protectora en el animal (Chinsangaram et al., 1998b; Mason et al., 1997),
son los principales inconvenientes de este tipo de estrategias. Se debe resaltar que a
pesar de encontrar una posible vacuna atenuada efectiva, como es el caso de la vacuna
para cerdos desarrollada por el grupo liderado por la Dra. De los Santos (Segundo et
al., 2012), la utilizacidon de vacunas a virus vivo para el control de FA es altamente

polémica.

1.4.3.2. Vacunas génicas

Las vacunas basadas en ADN también han sido otra de las alternativas desarrolladas
para muchos agentes virales por su capacidad de inducir tanto una respuesta humoral
como celular (Ulmer et al., 1996; Ulmer et al., 1998; Wolff et al., 1990). Estas vacunas
representan un cambio basico en el modo en que los antigenos son presentados.
Involucran la introduccién directa en las células del organismo de ADN plasmidico
codificante para un antigeno proteico, que luego es expresado en estas células blanco
(Wang et al., 1993). Esto lleva a una respuesta inmunitaria efectiva (Davis et al., 1996;
Fynan et al., 1993), que implica tanto la parte humoral como la celular contra diversos

agentes infecciosos.

Algunos de los candidatos analizados como vacunas a ADN en hospedadores
naturales del VFA o en modelos animales (raton o cobayo) son plasmidos que expresan:
a) el genoma completo (Ward et al., 1997) o parcial (Kotla et al., 2016))
b) el genoma con deleciones del sitio RGD, afectando su unidén a receptores
celulares (Beard et al., 1999; McKenna et al., 1995)
¢) combinaciones de epitopes B y T caracterizados para VFA

(Borrego et al., 2011; Zhang et al., 2003)
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d) capsides vacias (Cedillo-Barron et al., 2001; Chinsangaram et al., 1998a;
Mignaqui et al., 2013; Porta et al., 2013)

Este tipo de vacunas presentan algunas ventajas claras sobre otras estrategias
vacunales; son facilmente producidas y escaladas, marcando una gran diferencia con la
produccion de un patdgeno inactivado o una proteina recombinante, son mas estables,
y posibilitan la manipulaciéon génica permitiendo modular la respuesta inducida en el
hospedador (Restifo et al., 2000). A su vez, se podrian desarrollar y formular vacunas

multivalentes con plasmidos que codifiquen para diferentes antigenos serotipicos.

Esta estrategia de vacunacién con plasmidos que contienen secuencias de VFA, ha
sido exitosa para inducir inmunidad protectora en el modelo raton (Wang et al., 2008;
Zou et al., 2010). Sin embargo, en los animales hospedadores, como bovinos, ovinos y
porcinos, alcanzar la proteccion por la vacunacion con ADN ha presentado mas
inconvenientes. Uno de ellos es el requerimiento de reinmunizaciones sucesivas con
altas dosis de ADN plasmidico para inducir niveles significativos de anticuerpos
especificos neutralizantes, como también la incorporacion de adyuvantes y citoquinas
(e.g., GM-CSF, IL-2) lo que induce en algunos casos total (Wong et al., 2002) o solo
una proteccion parcial en cerdos (Borrego et al., 2011; Mingxiao et al., 2007). Sin
embargo, esta es una estrategia que no ha sido abandonada por los investigadores,
buscando nuevos métodos con el fin de mejorar la respuesta inducida por la vacuna y
su capacidad protectora frente al VFA. La utilizacion de adyuvantes moleculares,
aumento de expresion del antigeno viral por promotores fuertes y constitutivos, empleo
de secuencias intrénicas para facilitar la expresion en algunos tipos celulares, y la
utilizacion de la estrategia prime-and-boost (esquema combinado de vacunaciéon entre
plasmido y virus atenuados) (Dar et al., 2013; Fowler et al., 2012) son algunos de los

meétodos utilizados para mejorar las vacunas génicas contra el VFA.
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1.4.3.3. Vacunas basadas en vectores virales

Los avances realizados en el conocimiento de la biologia de diferentes virus, otorgd
la posibilidad de emplearlos para generar vacunas recombinantes basadas en particulas
virales capaces de expresar genes heterdlogos. Actualmente los vectores virales
replicativos y no replicativos, representan los sistemas de delivery de antigenos mas

atractivos para la vacunacion profilactica y terapéutica.

Los vectores virales han sido exitosamente utilizados para el delivery de secuencias
codificantes de la capside de VFA en los animales. La estrategia mejor documentada vy
mas efectiva es la que utiliza como vector al adenovirus defectivo humano 5 (hAd5). A
diferencia de las vacunas génicas, cuyo objetivo es la expresién de un antigeno
especifico para ser presentado al sistema inmunitario, las estrategias de vectores virales
tienen como propodsito proveer la informacién genética necesaria para expresar y
procesar todas las proteinas estructurales del VFA; generando posiblemente capsides
vacias en las células infectadas con el hAd5 portador. Las vacunas hAd5-VFA son las
mas estudiadas y han demostrado ser vacunas inactivadas eficientes contra el VFA.
Tanto en porcinos como en bovinos, se ha reportado proteccion total temprana frente
al VFA; el desafid se realizd 7 dias post-vacunacion con una Unica dosis (Moraes et al.,
2002; Pacheco et al., 2005; Schutta et al., 2015). Esta vacuna hAd5-VFA consiste en la
expresion de todas las proteinas de la capside, y de las proteasas 2A y 3C necesarias
para el procesamiento de las proteinas estructurales; el resto de las proteinas no
estructurales no estaban contempladas en la vacuna, lo que coloca a esta vacuna en la
categoria DIVA. Esta es una de las vacunas alternativas para VFA mas prometedoras,
con resultados satisfactorios de proteccion en mas de 150 animales (Schutta et al.,
2015). Actualmente, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos le ha
concedido una licencia condicional a la vacuna hAd5-VFA del serotipo A,4, permitiendo

por primera vez la produccién de una vacuna anti-Aftosa en este pais, que puede ser
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utilizada en caso de emergencia. Las vacunas dirigidas a los otros serotipos, estan
siendo producidos en lotes experimentales, y testeados en bovinos en Estados Unidos

como parte del proceso de licenciamiento.

Equivalentemente a la vacuna inactivada comercial, las vacunas a vectores virales
no logran la proteccién a los 4 dias post vacunacién en todos los animales inmunizados.
Para cubrir esta ausencia de inmunidad se ensayd el tratamiento con IFN, por ser una
de las primeras proteinas cuya expresion es inducida por el sistema inmunitario frente
a una infeccion viral (Vilcek, 1996). Asi, se ha demostrado que la infeccion productiva
de VFA se inhibe en células pretratadas con IFN-a/B (Chinsangaram et al., 2001;
Chinsangaram et al., 1999; Sellers, 1963) y que éste puede inducir una rapida respuesta
protectora frente a VFA (Chinsangaram et al., 2003) En este sentido, se ha descrito la
proteccidon “inmediata” de cerdos vacunados con una combinacién de adenovirus que
expresan IFN-a y uno que expresa una subunidad vacunal de VFA (Moraes et al., 2003).
Estos resultados indican que la combinacién de vacunas derivadas de vectores virales
junto con terapia antiviral podria ser util para frenar la diseminacion del virus en ocasiéon
de brotes, y por lo tanto podria utilizarse como alternativa, o al menos como
complemento, al rifle sanitario en los paises donde no se practica la vacunacion

sistematica.

1.4.3.4. Vacunas basadas en ARN

El bloqueo especifico de la expresidon de los genes virales o la actuacién directa
sobre el genoma del virus son la base de algunas estrategias alternativas basadas en la
tecnologia del ARN que se estan desarrollando frente al VFA. Moléculas de ARN
complementarias (antisentido) dirigidas frente a las 5’ y 3 UTRs del genoma del VFA

(Bigeriego et al., 1999; Carrillo et al., 2005; Rosas et al., 2003) o frente al segundo
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codén iniciador de la traduccion (Gutierrez et al., 1993), fueron capaces de inhibir

especificamente la produccidon de virus en cultivo celular.

La inhibiciéon de la replicaciéon viral por interferencia de ARN (iARN) es otra
estrategia antiviral que ha sido ensayada contra el VFA. La administracion de pequeiias
moléculas de ARN interferente (siARN) es capaz de mediar la degradacién especifica de
mensajeros de ARN vy el silenciamiento génico especifico (Bennink y Palmore, 2004;
Bitko et al., 2005; Haasnoot et al., 2003). iARNs dirigidos frente a distintas regiones
conservadas o esenciales del genoma de VFA, usados en combinaciéon de mas de uno o
individualmente, han demostrado ser capaces de inhibir especificamente la replicacion
del virus en cultivo celular y en raton lactante (Cong et al., 2010; Chen et al., 2004;
Chen et al., 2006; Gu et al., 2014; Kahana et al., 2004; Kim et al., 2008; Liu et al.,

2005; Xu et al., 2012).

1.4.3.5. Vacunas basadas en capsides vacias

La obtencion de capsides vacias estructuralmente similares a los viriones (VLPs) y
por lo tanto imunogénicas, es otra de las estrategias que ha sido desarrollada contra el
VFA (Abrams et al., 1995; Grubman et al., 1985). Durante la infeccion viral es posible
aislar particulas vacias enteras. Estas capsides vacias se unen a su célula blanco y se ha
demostrado que son capaces de inducir un respuesta de anticuerpos neutralizantes

(Rowlands et al., 1975).

Distintos sistemas de expresion se han utilizado para producir las VLPs, sin embargo
los bajos rendimientos obtenidos dificultan su aplicacién vacunal (Belsham et al., 1991;
Roosien et al., 1990). Existen trabajo en los cuales se reporta una proteccién en los
modelos de animales de laboratorio (Mignaqui et al., 2013); sin embargo,
recientemente el grupo liderado por el Dr. Charleston, ha desarrollado una vacuna

basada en capsides vacias que ha resultado exitosa para la proteccion en bovinos (Porta
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et al., 2013). Dicha estrategia consta de la expresion de una capside vacia recombinante
en células eucariotas, que posee una mutacién dirigida con el objetivo de aumentar la
estabilidad de la capside vacia completa. Esta mutacion permite predecir la formacion
de un puente disulfuro entre cisteinas de la VP2, productos de la mutacién, que uniria
entre si a los pentémeros de la capside. Esta vacuna, ha demostrado inducir titulos de
anticuerpos neutralizantes sostenidos en el tiempo y proteger a los animales vacunados
a las 34 semanas luego de la vacunacion, lo que la posicionaria como una buena

candidata.

1.4.3.6. Vacunas basadas en subunidades proteicas y péptidos sintéticos

La estrategia basada en subunidades proteicas consiste en la utilizacion de
proteinas derivadas del virus, producidas por técnicas de ADN recombinante.
Inicialmente se considerd que la proteina VP1 podia ser la proteina candidata para esta
estrategia, fundamentado por la informaciéon de la estructura de la capside viral
incluyendo la prominente exposicién de la VP1 y la importancia inmunogénica del “loop”
GH de esta proteina estructural. En 1975 se aisla por primera vez la proteina VP1 a
partir de virus purificado y se utiliza para inmunizar cerdos. Estos animales vacunados
logran inducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes (Bachrach et al., 1975). Afios
después, la proteina VP1 por técnicas de ADN recombinante es expresada en E. coli
(Kupper et al., 1981) y utilizada como inmundgeno en animales hospedadores (Kleid et
al., 1981). Los resultados de este trabajo indicaron que la VP1, logra proteger a los
bovinos y porcinos vacunados contra el desafio con el VFA infeccioso. Sin embargo,
diversos trabajos posteriores basados en esta estrategia no alcanzaron la inmunidad
protectora esperada en los animales vacunados, a pesar de inducir un titulo alto de Acs
neutralizantes. Por lo tanto la capacidad protectora especifica de VP1, sintetizada en un

sistema bacteriano resultd muy inferior a su equivalente en la particula viral madura y
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puso en evidencia la falta de conocimientos sobre la estructura de los epitopes virales

neutralizantes.

La secuenciacion nucleotidica de diferentes cepas del VFA mostrd una variacion en
dos regiones de la VP1. Estas regiones representaban las ya mencionadas, region del
“loop” GH expuesto en la superficie del virién y el extremo C-terminal de la VP1; ambas
regiones corresponden a epitopes B. Trabajos basados en la sintesis y utilizacion de
estos péptidos como inmundgenos acopladas a proteinas transportadoras como
hemocianina de lapa californiana (KLH), demostraron que estas regiones peptidicas
podian inducir altos niveles de anticuerpos neutralizantes en cobayos, conejos y bovinos
(Bittle et al., 1982; Pfaff et al., 1982), pero solo se alcanzaba la proteccién contra el

desafio de VFA en el modelo de cobayo.

Las investigaciones subsiguientes se centraron mayormente en modificar los
péptidos basados en la VP1 con el fin de inducir una respuesta de Ac neutralizantes sin
la necesidad de estar acoplados a una proteina transportadora, y adicionalmente realizar
las modificaciones necesarias para alcanzar la proteccion en los hospedadores naturales.
El modelo de cobayo fue el mas utilizado para estudiar la inmunogenicidad de los
péptidos no acoplados a proteinas transportadoras contra el VFA. En la gran mayoria de
los trabajos, los péptidos que corresponden al “loop” GH de la VP1 logran inducir una
respuesta de Ac neutralizantes y los animales vacunados se encuentran protegidos
frente al desafio viral (Francis et al., 1987a). Paralelamente, otros trabajos sugirieron
que péptidos de esta region no solo formarian epitopes B sino también epitopes T en el
modelo de cobayo (Surovoi et al., 1988; Vol'pina et al., 1988). A su vez, se concluyo
que los péptidos son mas efectivos, en términos de proteccién, cuantos menos residuos
aminoacidicos adicionales contenga el péptido lineal (Doel et al., 1988). Entonces, un
péptido de 80 residuos que abarca la region 134-213 de la VP1, es menos efectivo que
los péptidos de 40 o 45 residuos que contienen secuencias comprendidas en el primer

péptido mencionado (CC-200-213-PPS-141-158-PCG o (134-160)-(196-213)
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respectivamente). Finalmente, se evalla la proteccién que confiere el péptido de 40
residuos para tres serotipos de VFA (O, A y C) frente al desafio con virus homdlogo vy
heterdlogo; el péptido del serotipo C resulta ser el menos efectivo de los tres péptidos,
y los péptidos del serotipo A y O logran una proteccion tanto para el desafio homodlogo

como heterdlogo (Doel et al., 1990).

Previamente, el grupo liderado por el Dr. Mowat reporta, en el afio 1986 por
primera y Unica vez, que un péptido lineal que abarca las regiones de VP1 estudiadas
(residuos 141 a 158 y 200 a 213 del serotipo O1Kaufbeuren, péptido de 40 residuos)
sintetizadas de manera colineal, induce una respuesta de Ac neutralizantes y protege a
bovinos del desafio intradermolingual con VFA infeccioso (DiMarchi et al., 1986). Esta
proteccion se observa en dos animales de un total de tres vacunados con una Unica
dosis de péptido y en tres animales de un grupo de tres con una revacunacion a los 32
dias post-vacunacion. Sin embargo, en trabajos donde se estudia estos péptidos en un
nimero mayor de animales, se logra una protecciéon limitada y se genera un escape de
mutantes virales resistentes a anticuerpos contra la region antigénica (Rodriguez et al.,
2003; Taboga et al., 1997). Unos de los inconvenientes que podrian tener estas vacunas
peptidicas es la falta de epitopes B conformacionales. Estos sitios antigénicos
representaban solo regiones lineales, continuas, de la capside del virus; sin embargo,
como se menciond anteriormente existen epitopes B conformacionales que involucran
distintas regiones de una proteina de la capside o mas de una proteina. Otro
inconvenientes que presentan las vacunas peptidicas, es que estan disefladas para
contener principalmente epitopes B del VFA, y no tienen en cuenta la incorporacién de
los epitopes para la respuesta de células T CD4*. Se demostrdé que esta incorporacion
es importante para la adecuada colaboracion en la respuesta humoral y celular frente

al VFA (Collen et al., 1991; Francis et al., 1987b; Wang et al., 2002).

El concepto de que los péptidos inmunogénicos, utilizados como vacuna, deberian

contener también epitopes T virales para obtener una efectiva respuesta neutralizante
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fue aceptado de manera universal. Estos epitopes deben ser reconocidos idealmente
por las células T en el contexto de un CMH-II representado de manera frecuente en la
poblacion de los hospedadores naturales (epitope inmunodominante). El grupo liderado
por el Dr. Spooner, concluyd que la respuesta T a la region 149-158 de VP1 era
inmunodominante en bovinos (Glass et al., 1991), aunque este péptido no lograba
primar a células T contra VFA (van Lierop et al., 1995b). A su vez, se identifica a otra
secuencia de la VP1, que abarca los aminoacidos 21-40, como un epitope T
inmunodominante en bovinos (Collen et al., 1991). Las células bovinas que responden
a este péptido son células T CD4" restringidas a CMH-II y secretoras de IL-2; por lo
tanto esta regién es definida como un epitope T colaborador. Trabajos siguietes se
basaron en la combinacion de péptidos inmunogénicos que constituian epitopes B, con
péptidos que habian sido descriptos como epitopes T del VFA y eran reconocidos por un
namero significativo de bovinos o porcinos (Blanco et al., 2001; Blanco et al., 2000;

Collen et al., 1991; Glass et al., 1991; Van Lierop et al., 1995a).

Una de las estrategias péptidicas exitosas mas recientes donde se incluyen tanto
epitopes B como epitopes T, es la implementada por el grupo dirigido por la Dra. Blanco.
Cerdos que fueron vacunados con una construccion peptidica dendrimérica, presentaron
una sdlida proteccién frente al desafio viral. Esta construccién dendrimérica consistia en
una copia de un epitpe T inmunodominante en cerdo [residuos (21-35) de la NSP 3A]
(Blanco et al., 2001) unida a cuatro copias del epitope B [residuos (136-154) de la VP1].
Tras la vacunacién de los animales, esta vacuna inducia altos niveles de anticuerpos
neutralizantes contra VFA, activacién de las células T, secrecién de IFN-y y una potente

respuesta de IgA tanto sistémica como en mucosas (Cubillos et al., 2008).
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1.5. PEPTIDOS DENDRIMERICOS Y SU APLICACION COMO VACUNA

Los dendrimeros son una nueva clase de polimeros ramificados bien definidos. En
general, estos polimeros poseen tres caracteristicas estructurales: un ndcleo central o
core, grupos funcionales en la periferia y unidades puentes que unen las otras dos
estructuras mencionadas. Los péptidos dendriméricos pueden ser definidos
ampliamente como cualquier dendrimero que contenga enlaces peptidicos. En
particular, en 1988, Tam y colaboradores desarrollaron un sistema mdultiple de antigenos
peptidicos (MAP) (Tam, 1988). La estructura basica de los MAPs posee un core particular
constituido a partir de lisinas. Cada molécula de aminoacido basico posee dos grupos
amino (ay €), que son aprovechados para unir los grupos funcionales. De esta manera
la lisina constituye puntos de ramificacion para el crecimiento logaritmico de la molécula

peptidica; es decir, por cada lisina el dendrimero puede portar dos grupos funcionales.

Los péptidos dendriméricos, macromoléculas bien definidas, multivalentes,
degradables por proteasas celulares y estables, son ideales para portar pequefios
antigenos. En contraste con la mayoria de los péptidos sintéticos lineales, los MAPs
utilizan una matriz basada en un nucleo peptidico, que como se menciond antes puede
ser una secuencia de lisinas o un secuencia aminoacidica elegida especialmente,
conformando una macromolécula que es inmunogénica per se sin el requerimiento de
proteina transportadora. El trabajo pionero en la utilizacion de MAPs como inmundgenos
para FA, fue realizado en el modelo cobayo (Francis et al., 1991). Se inmunizaron
cobayos con tres construcciones distintas de MAPs, compuestos por un core de lisina
que unia dos, cuatro u ocho moléculas del péptido 141-160 de la VP1 (dendrimero
bivalente, tetravalente u octavalente respectivamente). Estos MAPs inducen niveles de
Acs neutralizantes similares a los inducidos con péptidos acoplados a proteinas
transportadoras, y logran proteger a los animales frente desafio viral. Por lo tanto, la
habilidad de inducir niveles protectores de Acs neutralizantes es una clara ventaja en el

desarrollo de vacunas a péptido sintético. A diferencia de las proteinas transportadoras
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usadas normalmente con los péptidos lineales, el tamano de los epitopes T y epitopes
B, su posicion y la cantidad de estos en los MAPs, pueden ser definidos y controlados
por el investigador; esto permite examinar la influencia de dichos factores en la

inmunogenicidad y antigenicidad de la vacuna.

Se han disefiado un gran nimero de péptidos dendriméricos basados en sistema
MAP, con o sin core peptidico. Asimismo, dendrimeros peptidicos conteniendo epitopes
B y/o epitopes T de uno o mas antigenos, han demostrado ser agentes
inmunologicamente eficientes induciendo una respuesta inmunitaria a una variedad de

agentes infecciosos.

Estudios recientes demostraron el potencial de los MAPs como inmundgenos, ya
que son capaces de inducir respuesta de anticuerpos y respuesta celular frente a
infecciones bacterianas humanas, como la peste bubdnica (Ali et al., 2013; Rai et al.,
2015), virales, incluyendo al VIH-1 (Vogel et al., 1994; Walker y Fast, 1994; Zhang et
al., 2013) y también parasitarias. Por ejemplo, para el caso de la malaria, el MAP (T1B)4
basado en un epitope B y un epitope T de Plasmodium falciparum ha mostrado inducir
una respuesta protectora mediada por anticuerpos frente al desafio con el esporozoito
en ratones y simios (Moreno et al., 1999). Esta vacuna fue evaluada en un ensayo
clinico (fase I) para corroborar su seguridad e inmunogenicidad en voluntarios sanos.
Las respuestas inducidas, aunque potentes y prometedoras, se encontraban restringidas
a tres genotipos determinado de CMH de clase II, que se encuentran representados en
el 25-35% de la poblacion, dependiendo del origen étnico (Nardin et al., 2000). Esto
destaca la importancia de la inclusién de un epitope T adecuado e inmunodominante en
las vacunas peptidicas dendriméricas para lograr una respuesta inmunitaria efectiva en
una poblacién de individuos con diversos CMH de clase II. Posteriormente, con la
inclusion de un epitope T “universal”, esta vacuna logra inducir una respuesta con
niveles altos de anticuerpos contra la proteina circumsporozoito (CSP), que reviste a los

esporozoitos, en voluntarios con diversos CMH clase II (Nardin et al., 2001).
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En relacién a infecciones virales de importancia veterinaria, se han evaluado
péptidos dendriméricos disefados para ser utilizados como vacuna contra la peste
porcina clasica (CFS, por sus siglas en ingles). La inmunizacién de cerdos con tres
construcciones dendriméricas distintas, basadas en epitopes del virus de la CFS (mismo
epitope T, diferentes epitopes B), reducen significativamente la severidad de los signos
clinicos de la enfermedad luego del desafio letal con el virus de la CFS (Tarradas et al.,
2011). Sin embargo, las respuestas inmunitarias inducidas no logran alcanzar una
proteccion completa, observandose solo proteccion en dos de los animales inmunizados
con una de las construcciones dendriméricos ensayados. Con el objetivo de mejorar la
inmunogenicidad de esta construccion, se selecciond e incorpord a la vacuna, el epitope
T correspondiente a la proteina NSP 3A del VFA, que habia resultado inmunodominante
en cerdos (Blanco et al., 2001). La sustitucidon del epitope T basado en el virus de la
CFS por el epitope T basado en la proteina NS 3A del VFA, logra inducir niveles de
anticuerpos neutralizantes significativamente mayores al inducido por el péptido
dendrimérico original. Sin embargo, nuevamente no se alcanza la proteccién completa

de los animales.

Para el caso del VFA, una de las enfermedades de mayor importancia veterinaria,
los resultados de trabajos realizados recientemente en cerdos vacunados con péptidos
dendriméricos fueron altamente prometedores para el uso de estos pépticos como
vacuna contra la enfermedad. El grupo liderado por la Dra. Esther Blanco evalud
inicialmente, la inmunogenicidad de un péptido dendrimérico compuestos por cuatro
epitopes B, basados en la proteina VP1 del VFA serotipo C, unido al ya mencionado
epitope T inmunodominante en cerdos. Esta vacuna logrd inducir una respuesta
inmunitaria tanto celular como humoral, alcanzando altos titulos de anticuerpos
neutralizantes y protegiendo a los cerdos inmunizados frente al desafio viral (Cubillos et
al., 2008). Posteriormente, los investigadores disefaron un péptido dendrimérico para

ser utilizado como vacuna contra el VFA serotipo O. Este serotipo estd ampliamente
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distribuido alrededor de todo el mundo, y por lo tanto es fundamental su consideracion
para la prevencion de la enfermedad y buscada erradicacion; mientras que el serotipo
C no circula desde 2005 (Jamal y Belsham, 2013). Estas vacunas que contenian péptidos
dendriméricos con 2 o 4 epitopes B de la proteina VP1 de la cepa OUK 11/01 unidos a
un epitope T, las cuales lograron nuevamente proteger a los animales vacunados frente

al desafio viral (Blanco et al., 2016).

En resumen, por todo lo detallado anteriormente, los péptidos dendriméricos son
una opcion atractiva para ser seleccionados como inmunogenos que induzcan en los
animales vacunados una respuesta inmunitaria efectiva logrando la proteccion de la
enfermedad, y que ademas, poseen caracteristicas ventajosas por sobre la vacuna

comercial formulada con virus inactivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo de Tesis tiene como objetivo evaluar la capacidad
inmunogénica y protectora de construcciones peptidicas dendriméricas como vacuna
contra la Fiebre Aftosa en bovinos, un hospedador natural del virus que es de gran

importancia economica.

Esta investigacion se enmarca dentro del objetivo general de nuestro grupo de
trabajo, que consiste en buscar nuevas vacunas contra el Virus de la Fiebre Aftosa

(VFA) que eviten el uso de virus en su formulacion

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

a) Evaluar la inmunogenicidad y capacidad protectora en el bovino, de las vacunas
peptidicas que resultaron protectoras en cerdo, disefiadas por el grupo de

investigacién liderado por la Dra. Esther Blanco.

b) Diseflar un péptido dendrimérico capaz de mejorar la respuesta inmunitaria

protectora inducida en bovino y evaluar la inmunogenicidad de dichos péptidos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LINEAS CELULARES, VIRUS, PEPTIDOS SINTETICOS Y ANIMALES

3.1.1 Lineas celulares

Para la amplificacion del VFA, titulacion del VFA y para los ensayos de
seroneutralizacion (SN) se utilizé la linea susceptible BHK-21 (fibroblastos de rifidn de
hamster neonato) tanto en monocapa como en suspension.

Para el ensayo de opsonofagocitosis se utilizo la linea BoMac (macroéfagos bovinos).
Esta linea celular fue establecida a partir de macrofagos peritoneales bovinos
transfectados con ADN de SV40. Se ha reportado que esta linea mantiene la morfologia
de los macrofagos residentes del peritoneo y la mayoria de las propiedades fisioldgicas

como la capacidad de fagocitar.

3.1.2. Virus

Para los test de ELISA, se utilizé VFA inactivo de la cepa O1 Campos, inactivado con
BEI y peleteado con PEG gentilmente cedido por la empresa Biogenesis-Bagd. Luego
fue purificado utilizando un gradiente discontinuo de densidad de sacarosa (15%- 45%).

Para las pruebas de desafio viral se utilizd virus activo del mismo serotipo
gentilmente cedido por el SENASA. Este virus proviene de vesiculas de bovinos
infectados con VFA O1Campos y ha sido amplificado una vez sobre la linea celular
susceptible BHK-21.

Para los ensayos de SN se utilizd el virus cedido por SENASA al que se le realizd
una segunda ronda de amplificacion en BHK-21 para alcanzar un titulo viral mayor.

Toda manipulacion de virus vivo es realizada bajo normas de bioseguridad en el

laboratorio de contencidon bioldgica NSB-4 OIE de INTA.
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3.1.3. Péptidos sintéticos

Los péptidos utilizados en esta tesis (Tabla 3.1 y 3.2) fueron sintetizados en el
Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Barcelona, por el grupo
liderado por el Dr. D. Andréu, utilizando para ello una modificacion del método de
sintesis en fase sélida (Kowalczyk et al., 2011). Los mismo son producidos a partir de
la conjugacion de un epitope T elongado por su extremo N-ter con residuos de lisina
proporcionando 2 o 4 niveles de ramificacion y funcionalizado con grupos cloroacetilo
(B(ouky2T3a Y BoukyaT3a, Experimento 1) o con grupos maleimida (B(oic)2Tve1 Y BoicyaTve1,
Experimento 2), y epitopes B con una cisteina C-ter cuyo grupo tiol reacciona tanto con

los grupos cloroacetilo como grupos maleimida.

TABLA 3.1 — Péptidos sintéticos utilizados en esta tesis (Experimento 1). Secuencias de
péptidos lineales y estructura de dendrimeros

Péptidos Proteina VFA (residuos) Secuencia
Bouk) VP1 (140-158) PVTNVRGDLQVLAQKAART-amida
Tza 3A (21-35) AAIEFFEGMVHDSIK-amida
BioukaTsa  VP1 (140-158)x2; 3A (21-35) Ac{Epitope Boic]

Cys
|

S o]
Ly .
Lys-LyS-Lys-—[Epitope Tsa -amida
S 0]
Cys
Ac-{Epitope Byoxc)

VP1 (140-158)x4; 3A (21-35) AcEpitope Boic| Cys
S

. _ o) o
Ac- Epitope Bjoig CY? )—I_ys
S \ i

Lys—LysLys—:Epitope Tsa|-amida
/

) s
Ac-|Epitope Boic) Cys & Lys

Biouk)aT3a

(0]
KS
Ac-pritope B[mcﬂ Cys

* La flecha en la secuencia de BpugaTaa ¥ BpuaTaa indica un sitio putativo de clivaje para catepsina D
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TABLA 3.2 — Péptidos sintéticos utilizados en esta tesis (Experimento 2). Secuencias de
péptidos lineales y estructura de dendrimeros

Péptidos Proteina VFA (residuos) Secuencia
Bo1g VP1(135-160) RYSRNAVPNVRGDLQVLAQKVARTLP-amida
Tve1 VP1 (21-40) ETQIQRRQHTDVSFIMDRFV-amida

BoigaTwer  VP1(135-160)x2; VP1 (21-40) Ac{Epitope Biow)|

T N
Lys-Lys-Lys- Epitope Typ;|-amida

A

| o

cys
Ac- Epitope Boiq)

BioigaTvps VP1(135-160)x4; VP1 (21-40)  Ac-(Epitope Boic, .

|
S

P

o™~ ~o

AC-[Epitope B[OJCL éys

=]

|
S

\/’(N /

~ N
o Lys-Lys-Lys{Epitope Tye1]-amida
% (Epitope Tue:)
N o

Ac-[Epitope Bioic| Cys Q/'-’S
A
s

o

|
Ac-{Epitope Bjoic|Cys

* la flecha en la secuendia de BimicieTver ¥ BpacuTvra indica un sitio putativo de clivaje para catepsina D

Por lo tanto, para el caso de los dendrimeros tetravalentes, los epitopes B se unen
al correspondiente epitope T a través de un arbol de tres lisinas unida a dos lisinas
adicionales, mientras que para el dendrimeros bivalentes solo fue necesaria la union
lineal de tres lisinas. La presencia de lisinas lineales en estas estructuras puentes, define
un sitio putativo de corte de la catepsina D. Se ha sugerido que esta proteasa
endosomal/lisosomal participa en el procesamiento de antigenos in vivo, originando
fragmentos peptidicos que pueden ser cargados en el MHC-II por la via de presentacién

exogena de las CPA (van Lierop et al., 1994).
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Aungue los dos mddulos eran accesibles en forma muy pura mediante sintesis en
fase sédlida, las conjugaciones basadas en tioéter son procesos lentos y no selectivos,
por lo que se requiere una purificacion extensiva. Por el contrario, Boic)2Tve1 Y B(oicyaTve1
se producen casi cuantitativamente en una reaccién tiol-alqueno limpia (Monso et al.,
2013). Luego de la purificacion, todos los constructos fueron satisfactoriamente

identificados por cromatografia liquida-espectrometria de masas.

Por lo tanto, se sintetizaron dos tipos de péptidos: lineales y dendriméricos. Todos
los péptidos fueron utilizados como antigenos en la estimulacion de células
mononucleares (CMN) bovinas, y solo los dendriméricos fueron utilizados como

inmundgenos.

3.1.4 Animales

Se utilizaron 22 bovinos seronegativos para VFA de edades entre 1 y 2 afios. De
estos animales, 10 son provenientes del sur del pais y fueron utilizados para el
Experimento 1; y 12 bovinos nacieron en el campo de INTA Castelar y se utilizaron en
el Experimento 2. Los sueros de los todos los animales fueron chequeados para
corroborar que fueran libres de anticuerpos contra VFA O1Campos (titulos de

anticuerpos por ELISA fase liquida <1.3)

3.2. INMUNIZACION, MUESTREO Y DESAF{O VIRAL DE ANIMALES.

3.2.1. Formulaciones vacunales

Para la formulacion de la vacunas peptidicas dendriméricas, se utilizo el adyuvante
MONTANIDE ISA 50 V2 Seppic (cedido gentilmente por Biogenesis-Bagd) en una
emulsion simple agua en aceite (2:3). La formulacién de la vacuna con dicho adyuvante
fue realizada siguiendo las instrucciones del fabricante: se colocéd en un recipiente
adecuado el volumen requerido del adyuvante, se procedié a agitar vigorosamente y se

adicion6 gota a gota un volumen de la solucion de péptido dendrimérico, de
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concentracidon conocida, equivalente a 2:3 del volumen de adyuvante. La formulacion
final tiene una concentracién de 1mg/ml de péptido dendrimérico y 60%v/v de
adyuvante oleoso.

Por otro lado, se utilizdé la vacuna comercial BIOAFTOGEN® (cedida gentilmente
por Biogenesis-Bago) para el grupo control positivo (grupo vacuna comercial) para las
determinaciones inmunoldgicas. Dicha vacuna contiene en su formulacién oleosa a las

cepas del VFA: A24 Cruzeiro, A Argentina 2001, O1 Campos y C3 Indaial.

3.2.2. Inmunizaciones y muestreo

Los bovinos fueron inmunizados con 2 ml de vacuna por via subcutanea en el cuarto
delantero izquierdo, a los 0 dpv y 18 dpv en ambos experimentos (Figura 3.1). En el
Experimento 2 fueron inmunizados por una tercera vez con un cuarto de la dosis (0.5
mg/ml, 2ml volumen final de la vacuna).

Los animales fueron sangrados por la vena yugular en distintos tiempos a lo largo
del experimento (Figura 3.1), y la sangre fue recolectada en tubos para proceder a la
separacion del suero.

Para las secreciones nasales, se les colocaron apdsitos compactos de algoddn en la
nariz de los animales se los dejo por un entre 2 y 3 minutos. Luego, se los colocé en un
tubo coénico de 50ml, con una base de tubos de 0,5ml para proceder a la centrifugacion
y separacion de la secrecion. Los tiempos muestreados para las secreciones nasales
fueron 22 y 32 dpv para el Experimento 1 y 28 dpv para el Experimento 2.

Un grupo de 5 animales libres de anticuerpos contra VFA, fue inmunizado con la
vacuna comercial anti-Aftosa de Biogenesis-Bagd. Este grupo control positivo fue
utilizado como control de calidad de la respuesta inmunitaria esperada e inducida por
las vacunas peptidicas. Este grupo de animales permite comparar los pardmetros
inmunolodgicos inducidos por las vacunas experimentales con respecto a la vacuna

convencional formulada con virus inactivado con BEI de uso corriente.
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Experimento 1

Vacuna Vacuna Desafio
2mg 2mg 10000DLs, Eipas
l l I Btoux]2T3A (n=4)
BIOUK]4T3A (n=4)
0 18 42 49 Negativo (n=2)
i 1 1 1
I 1 T 1
! 1 + & 4 x
Sacrificio
Odpv 18dpv 22dpv 32dpv 38dpv necropsia
Experimento 2
Vacuna Vacuna Vacuna Desafio
2mg 2mg 0.5mg  10000DLs,
l l l I Grupos:
B:01c]2T\.rP1 (n=5)
0 18 38 46 53 Bio1gjaTues (N=5)
: : : : : Negativo (n=2)
! R
Sacrificio
Odpv 18dpv 28dpv 38dpv. 44dpv o oncia
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BIOAFTOGEN®
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Vacuna comercial (n=5)

-

I Desafio viral
= Monitoreo clinico
* Eutanasia

!

38dpv

Figura 3.1 — Esquema de vacunacion y sangria de los experimentos presentados en esta

Tesis. En el Experimento 1

los dos péptidos dendriméricos usados en la vacuna se

encuentran detallados en la Tabla 3.1; los grupos experimentales eran de 4 animales por
grupo y 2 animales sin vacunacion (grupo control negativo). En el experimento 2, los
péptidos dendriméricos utilizados se encuentran detallados en la Tabla 3.2; los grupos
estaban compuestos por 5 animales por grupo y 2 animales sin vacunacién. Un grupo de 5
animales fue utilizado como control positivo para estudiar la respuesta inmunitaria inducida

por la vacuna BIOAFTOGEN ® (grupo: Vacuna comercial).

3.2.3. Desafio viral de los bovinos

Las experiencias de desafio fueron realizadas en el box de aislamiento bajo Normas

de Bioseguridad Bioldgica nivel 4 para la OIE del Centro de Investigaciones en Ciencias

Veterinarias y Agrondmicas de INTA Castelar. Este box estd especialmente disefiado

para contener y aislar animales de gran porte. En ambos experimentos, los bovinos
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inmunizados son desafiados por instilacion intranasal, con una dosis de 10000 DLs, de
VFA de serotipo O1 Campos, capaz de generalizar la infeccién en animales
seronegativos. El procedimiento se realizd por goteo de 0.5ml la suspension viral (10000
DLso/ml) por narina, en animales previamente sedados con xilacina (Rompun®, en la
dosis indicada por el fabricante). Asimismo, la manipulacién de muestras infecciosas,
titulacion de muestras por efecto citopatico, o ensayos a partir de muestras de los
animales infectados se realizaron en el laboratorio de Bioseguridad NSB-4 OIE de INTA.
Las muestras de sangre durante el monitoreo clinico fueron extraidas por puncion de la
vena yugular y utilizando tubos de suero o colocadas en tubos conicos de 15 ml con

Heparina sddica (concentracion final en sangre 10 U.I./ml).

3.2.4. Monitoreo de enfermedad y eutanasia

Luego del desafio, los animales fueron monitoreados durante los 7 dias siguientes
en los cuales se registrd la aparicion de signos y sintomas de la enfermedad. Se
considero animal protegido frente a la FA a aquel que no presentaba las vesiculas tipicas
de la enfermedad, ni en patas ni en cavidad oral, durante el monitoreo; y animal
protegido frente a la generalizacion podal a aquellos que no presentaran lesiones en
ninguna de sus patas.

El método para el sacrificio de los animales desafiados se encuentra aprobado por
la Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de experimentacion (CICUAE)
del CICVyA del INTA-CNIA. Este método consistié en la insensibilizacién de los animales
mediante bala cautiva en la region frontal del craneo, seguido de inmediato por deglello
que permitid la completa exanguineacién. Luego de las necropsias los animales se

descartaron en el digestor de las instalaciones del box NSB-4 OIE.
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3.3. ENSAYOS DE CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA HUMORAL

3.3.1. ELISA Fase Liquida (EFL) para deteccion de Igs totales especificas contra

VFA O1Campos en sueros bovinos.

La técnica fue realizada acorde al protocolo descripto por Hamblin y colaboradores
(Hamblin et al., 1986). Placas Inmulon II fueron adsorbidas con 50 pl por pocillo de
suero de conejo anti-VFA, en buffer carbonato-bicarbonato pH=9,6 e incubadas a 4°C
durante toda la noche (16-18 horas). Luego de lavar 3 veces con buffer fosfato salino
(PBS)-0,05% Tween20 pH=7 (PBST), se colocaron 70 pL por pocillo de buffer de
bloqueo (PBST-OVA 1%) y se incubd durante 30 minutos a 37°C con agitacion. En
placas de baja adsorcion se realizé la fase liquida, mezclando diluciones de sueros
problema con un volumen equivalente de suspension viral inactivada (cepa O1 Campos)
en dilucién éptima. Ambas diluciones se realizaron en buffer de bloqueo. La fase liquida
se incubd durante 60 minutos a 37°C con agitacion. Luego de descartar la solucién de
blogueo de las placas Inmulon II, la fase liquida fue transferida a las placas bloqueadas.
Se incubd durante 60 minutos a 37°C con agitacion. Se lavaron las placas 3 veces con
PBST. Se adicionaron 50 uL por pocillo de suero de cobayo detector anti-VFA, en dilucion
optima en PBST-5% sueno normal conejo (SNC)-5% suero normal bovino (SNB) y se
incubd durante 30 minutos a 37°C con agitacion. Se volvieron a lavar las placas 3 veces
con PBST vy se agregd 50 pL por pocillo de suero anti-cobayo conjugado con peroxidasa
(KPL) en dilucion optima en PBST-5%SNC-5%SNB. Se incubd 30 minutos a 37°C con
agitacion. Se lavdé nuevamente y se reveld por el agregado de 50 uL por pocillo de
ofenilenediamina-H,0, (OPD) como sustrato de la peroxidasa. Se leyd la densidad 6ptica
(D.0.) @ 490 nm en un lector MR 5000 microplate. Los titulos de los anticuerpos fueron
obtenidos como la dilucion de suero que otorga el 50% de la D.O. del promedio de
absorbancia de los controles sin suero (8 pocillos solo con virus inactivado, maxima

D.0.).

-75-



Materiales y métodos

3.3.2. ELISA para deteccion de IgGs totales especificas contra VFA O1Campos en
sueros bovinos

Se puso a punto un ELISA captura para la determinacion de Igs especificas contra
VFA totales bovinas. Se cubrieron placas Inmulon II con suero anti-VFA de conejo diluido
a la concentracién 6ptima en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 durante toda la noche
a 4°C. Luego de lavar con PBST, las placas fueron bloqueadas con buffer PBST-OVA5%
por 40 minutos en agitacién a 37°C, se descarté el buffer luego de la incubacién y se
adiciond 50ul de una suspension de virus inactivo en una dilucion éptima en el mismo
buffer, y se incubd por 30minutos a 37°C con agitacion. Se lavaron nuevamente con
PBST y se adicionaron los sueros en diluciones seriadas a partir de 1:50 y se incubaron
por 1 hora 40 minutos a 37°C con agitacion. Posteriormente, se lavaron las placas y se
adiciond el anticuerpo anti-IgGs de bovino conjugado con peroxidasa (KPL) en dilucion
apropiada en PBST 5%SNC. Luego de incubar 1 hora a 37°C en agitacién. Finalmente,
se lavaron las placas y se reveld utilizando OPD como sustrato de la peroxidasa. Se leyo
la D.O. a 490 nm en un lector MR 5000 microplate. Se calculd el titulo de cada suero
como el logaritmo de la inversa de la ultima dilucién cuya D.O. es mayor al punto de
corte. Se incluyeron controles positivos y sin suero en cada placa. El punto de corte para
cada dilucién de suero, se calculé como la D.O. promedio de al menos 5 sueros negativos

mas 2 desvios estandar.

3.3.3. ELISA para deteccion de isotipos bovinos especificos contra VFA O1Campos
en muestras de sangre y secreciones nasales

Se puso a punto un ELISA captura para la determinacion de isotipos bovinos. Se
cubrieron placas Inmulon II con suero anti-VFA de conejo diluido a la concentracion
optima en buffer carbonato-bicarbonato pH=9,6 durante toda la noche a 4°C. Luego de
lavar con PBST, las placas se bloquearon con PBST 10% suero normal equino (SNE)
durante 1 h a 37°C. Luego se adicioné el virus inactivo a concentracion optima en PBST

10% SNE y se incubd durante 1 h a 37°C. Las placas se lavaron y se adicionaron los
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sueros/hisopados a evaluar en diluciones seriadas en base 5. Se incubdé 1 h a 37°C en
el caso de IgG1 e IgG2 y a temperatura ambiente en el caso de la IgA. Se lavaron las
placas y se adiciond los anticuerpos monoclonales de raton anti-isotipo en cada caso
(gentilmente donados por el Dr. S. Srikumaran, University of Nebraska, USA). Se
lavaron las placas y se adicioné el anticuerpo anti-IgGs de ratén conjugado con
peroxidasa en dilucion apropiada en PBST 5% SNC. Se incub6é 1 hora a 37°C con
agitacion, se lavaron las placas y se revelé utilizando OPD como sustrato de la
peroxidasa. Se leyo la D.O. a 490 nm en un lector MR 5000 microplate. Se consideraron
positivos aquellos sueros/hisopados que superaron la D.O. del punto de corte
establecido como la media de la D.O. alcanzada por los sueros/hisopados negativos mas
dos desvios estandar. Se calculd el titulo de cada suero como el logaritmo de la inversa
de la ultima dilucién cuya D.O. es mayor al punto de corte. Se incluyeron controles

positivos y sin suero en cada placa

3.3.4 ELISA para deteccion de IgGs séricas totales bovinos especificas contra
péptido

Se puso a punto un ELISA indirecto para la determinaciéon de IgGs especificas
totales en bovino contra péptido dendrimérico. Se cubrieron placas MaxiSorp (Nunc)
con una concentracién de 30pg/ml de péptido dendrimérico en buffer carbonato-
bicarbonato pH 9,6 durante toda la noche a 4°C. Luego de lavar con PBST, las placas
fueron bloqueadas con buffer PBST-OVA5% por 40 minutos en agitacién a 37°C, se
descarto el buffer luego de la incubacién y se adicionaron los sueros en diluciones
seriadas a partir de 1:50 y se incubaron por 1 hora a 37°C con agitacién.
Posteriormente, se lavaron las placas y se adiciond el anticuerpo anti-IgGs de bovino
conjugado con peroxidasa en dilucidon apropiada en PBST-OVA5%. Luego de incubar 1
hora a 37°C en agitacion, se lavaron las placas y se revel6 utilizando OPD como sustrato
de la peroxidasa. Se ley6 la D.O. a 490 nm en un lector MR 5000 microplate. Se calculé

el titulo de cada suero como el logaritmo de la inversa de la ultima dilucién cuya D.O.
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es mayor al punto de corte. Se incluyeron controles positivos y sin suero en cada placa.
El punto de corte para cada dilucidn de suero, se calculé como la D.O. promedio de al

menos 5 sueros negativos mas 2 desvios estandar.

3.3.5 ELISA para deteccidn de anticuerpos contra proteina no estructurales del VFA
en sueros bovinos (ELISA comercial: PrioCHECK® FMDV NS)

Se siguieron las indicaciones del fabricante del ELISA PrioCHECK® FMDV NS.
Brevemente, se adicionaron 20l de los sueros, tanto experimentales como los controles
proporcionados por el fabricante, a 80 pl de buffer ya agregados a las placas proveidas
en el kit. Estas placas estan recubiertas la proteina NSP 3ABC recombinantes caputado
por un AcMo especifico. Las placas se incubaron durante toda la noche a temperatura
ambiente. Luego del periodo de incubacién las placas se lavaron 6 veces, se les agrego
100ul del conjugado monoclonal anti-3ABC (distinto al de captura) e se incubaron a
temperatura ambiente por 1 hora. Las placas se lavaron 6 veces y se les agregd la
solucion que contiene al cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB) dejando revelar el
ensayo por 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se leyd la
D.0. a 450 nm en un lector MR 5000 microplate. Los valores de D.O. 450nm de las
muestras se expresan como la inhibicidon porcentual relativa a la D.O. 450 maxima

(control negativo=D.0. 450nm max.)

D.0.450nm de la muestra
D.0.450nm max.

IP =100 — ( >x100

Si la IP de los sueros experimentales es <50% se considera que no hay anticuerpos
contra la proteina NSP 3ABC, mientras que si IP es >50% el suero presenta anticuerpos
que se unieron a la proteina NSP bloqueando la unién del conjugado y es considerado
un suero positivo (animal infectado). Para que este resultado sea valido deben cumplirse
los siguientes criterios: la D.O. 450nm maxima debe ser mayor a 1,000; la IP del control

positivo medio debe ser >50%; la IP del control positivo fuerte debe ser >70%.
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3.3.6. Seroneutralizacion para la determinacion del titulo de neutralizacion viral
contra el VFA en muestras de sueros bovinos y cerdos (Ensayo clasico: Virus fijo - suero
variable)

Los sueros fueron primeramente incubados a 56°C durante 30 minutos para
inactivar los componentes del complemento. Posteriormente, los sueros en diluciones
seriadas en base 2 en medio MEM-D (comenzando por ¥) fueron incubados durante 1
hora a 37°C con 100 DICTso de VFA activo por pocillo; cuatro replicas por dilucion de
suero. Luego, se adicionaron a cada pocillo 100ul de células BHK-21 en suspension en
una concentracion de 300.000 células/ml cuyo medio contenia 20% suero fetal bovino
(SFB). La aparicion de efecto citopatico fue evaluada a las a las 72 horas de incubacién
a 37° C mediante observacidon en el microscopio. En cada ensayo se tituld la alicuota de
virus utilizada para la SN y se utilizd un suero control positivo y negativo para asegurar
que las determinaciones realizadas en diferentes fechas fueron comparables entre si.
Se calculd el titulo de neutralizacidn viral (TNV) de cada suero como el log de la inversa
de la dilucion en cual se observa el 50% de efecto citopatico. Este ensayo clasico de
seroneutralizacion, es uno de los ensayos prescrito por la OIE que comprueba la
inmunidad proporcionada por la vacunacién para conseguir la aprobacién de venta y

exportacion de los animales vacunados (OIE, 2017).

3.3.7. Seroneutralizacion para la determinacién de porcentaje de VFA neutralizado
(Ensayo alternativo: Virus variable - suero fijo)

Los sueros previamente inactivados a 56°C durante 30 minutos se diluyeron en
medio MEM-D (1/8). Se realizaron 4 dilucidon seriadas en base 10 del VFA en medio
MEM-D. Un volumen de 50ul de cada suero fue adicionado a 4 pocillos de cada dilucién
viral. Esta mezcla de suero y virus fue incubada por 1 hora a 37°C. Luego de dicha
incubacién, se agregd 100ul de células BHK-21 en suspensién en una concentracion de

300.000 células/ml cuyo medio contenia 20%SFB. La aparicion de efecto citopatico fue
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evaluada a las 72 horas de incubacién a 37° C en estufa de 5% CO,, mediante
observacion en el microscopio. A su vez, se utilizé un suero control positivo y negativo
para asegurar que las determinaciones realizadas en diferentes fechas fueron
comparables entre si. En cada ensayo se tituld la alicuota de virus utilizada para la SN
sin suero interferente y se calcularon lo titulos virales por el método de punto final de
cada mezcla virus-suero (titulacion por punto final con aproximacion de Reed y Muench,
mayor detalle en Materiales y métodos seccion 3.5.1). Los resultados son expresados
como el porcentaje de VFA neutralizado (%VFA neutralizado) calculado respecto al titulo
viral sin suero o como indice de neutralizacion (IN) calculado respecto al titulo viral en

presencia de un suero sin Ac anti-VFA.

) Titulo viral son suero experimental
%VFA neutralizado = 100 — ( - - - - 00)
Titulo viral sin suero interferente

DICTs, con suero experimental
IN = log< )

DICTs, con suero control negativo

3.3.8. Ensayo de opsonizacioén-fagocitosis

El VFA inactivado y purificado fue marcado con FITC (Sigma, St. Louis,MO) como
ha sido descripto anteriormente (Hartshorn et al., 1996; Huber et al., 2001).
Brevemente, se incubaron 1 hora a 37°C un volumen de FITC (1mg/ml en buffer sodio
carbonato 1M pH9.6) con 10 volumenes de virus en una concentracién de 2mg/ml.
Luego de la incubacién, esa suspension se dializé frente a PBS por 18 horas a 4°C con
agitacion, con recambio del PBS en las primeras horas de dialisis. El volumen de virus
marcado (VFA-FITC) fue recuperado de las bolsas de didlisis. El ensayo de
opsonofagocitosis con virus inactivo marcado que se empled, es una adaptacion con
cambios menores de la técnica referida anteriormente (Huber et al., 2001). Los sueros
de los animales, previamente inactivados, se incubaron con un mismo volumen de VFA-
FITC por 1 hora a 37°C en placas de 96 pocillos de cultivo celular. Luego de la
incubacién, se agregd a la suspension de VFA-FITC opsonizado, 1x10° células de la linea

BoMac en suspension y se incubd por 30 minutos a 37°C en estufa de 5% CO.. La
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fluorescencia extracelular fue amortiguada con 0.2mg/ml de una solucién de Azul de
Tripan. La fluorescencia fue analizada usando un citdmetro FACSCalibur y el software
CellQuest (BectonDickinson). Los resultados son expresados como el porcentaje de
células VFA-FITC* (%BoMac VFA-FITC+). El corte de opsonizacidén-fagocitosis basal
para VFA, se establecié como el promedio de %BoMac VFA-FITC+ con al menos 5 sueros

libre de anticuerpos contra el virus mas 2 desvios estandar.

3.4. ENSAYOS DE CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA CELULAR

3.4.1. Obtencién de células mononucleares bovinas de sangre periférica

Se extrajo sangre de la vena yugular de los animales, utilizando 3.8%m/v de citrato
de sodio en relacidn 1:10 final en sangre, a distintos tiempos a lo largo de la experiencia
(Figura 3.1). La sangre fue centrifugada por 20 minutos a 700g, y la capa de células
blancas resultante retirada en la interfase fue diluida en PBS relaciéon 1:3 y sembrada
sobre el gradiente comercial Ficoll-Paque™ plus (GE Healthcare). Luego de la
centrifugacién por 25 minutos a 400g, este gradiente logra la sedimentacién de células
de mayor densidad, como los eritrocitos y células polimorfonucleares, en el fondo del
tubo y la purificacion de las CMN en la interfase del plasma vy el Ficoll-Paque. Se recupera
el 60+20% de los linfocitos presentes en la muestra original de sangre. De las células
presentes en la interfase, 95+5% de las células obtenidas son mononucleares viables,
3+2% son granulocitos, 5£2% son eritrocitos y menos del 0,5% de las plaquetas totales
quedan retenidas en la muestra. La banda de células mononucleares fue retirada de la
interfase del gradiente y diluida en RPMI 1640 5% SFB. Las células se lavaron dos veces
con el mismo medio y finalmente se re suspendieron en RPMI completo [RPMI 1640
10% SFB adicionado con HEPES (10mM), L-Glutamina (2mM), piruvato (1mM) y B-
Mercaptoetanol (0.05 mM)]. Se establecié la viabilidad mediante conteo en cdmara de

Neubauer con el colorante de exclusion Azul de Tripan.
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3.4.2. ELISA para medicién de IFN-y bovino

Se puso a punto un ELISA captura para la determinacién de IFN-y bovino en
sobrenadantes de cultivo. Las células mononucleares se incubaron con los siguientes
antigenos durante 72 horas en placas de 96 pocillos fondo U: (I) VFA 5ug/ml, (II) los
péptidos sintéticos, tanto lineales como dendriméricos, a una concentracion de 50ug/mil
y (III) con Concanavalina A (ConA) 5ug/ml. Como control negativo, se emplearon CMN
incubadas con medio solo. Pasado ese tiempo el sobrenadante de cultivo fue retirado y
congelado.

Se cubrieron placas Inmulon II toda la noche a 4°C, con AcMo anti IFN-y en buffer
carbonato-bicarbonato pH 9,6. Las placas se lavaron y se bloquearon con PBST 0,1%
BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se descartd el blogueante, se
colocaron los sobrenadantes sin diluir y diluidos al medio (1/2) y se incubd 1 hora a
temperatura. A su vez, se incubaron diluciones seriadas en base 2 del IFN-y bovino
recombinante para establecer una curva estandar. Se lavaron las placas y se adiciond
anticuerpo policlonal de conejo anti IFN-y en dilucién de uso en PBST 0,1% BSA. Se
incubd 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente las placas, se agregé
anticuerpo biotinilado anti IgGs de conejo (KPL) en diluciéon de uso en PBST 0,1% BSA
y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Luego de lavar se adicioné peroxidasa
conjugada con estreptoavidina (KPL) en dilucion de uso en PBST 0.1% BSA y se incubd
1 hora a temperatura ambiente. Luego del lavado se agregd o-fenilenediamina-H202
como sustrato de la peroxidasa. Se incubd al resguardo de la luz y se leyé la D.O. a 490
nm en un lector MR 5000 microplate. Las D.O obtenida para cada diluciéon del IFN-y
recombinante se graficé en funcién de la concentracién. Esta curva permite la
interpolacion de las D.O. de los sobrenadantes de las CMNs incubadas devolviendo la
concentracién de IFN-y secretado por la estimulacion antigeno especifica. El sitio de
corte fue calculado como el promedio de la secreciéon de IFN-y por las CMNs de los

animales a los 0dpv mas dos desvios estandar.
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3.4.3. Linfoproliferacion

Para los ensayos de linfoproliferacién se utilizaron dos técnicas distintas,
incorporacion de timidina tritiada ([*H]-T) y marcacidon con carboxifluoresceina éster
de succinimidilo (CFSE). Para ambos ensayos las CMNs aisladas de sangre periférica de
los bovinos fueron sembradas en placas de 96 pocillos y estimuladas in vitro con los
siguientes antigenos: (I) VFA 5ug/ml, (II) los péptidos sintéticos, tanto lineales como
dendriméricos, a una concentracion de 50ug/ml y (III) con Concanavalina A (ConA)

5ug/ml. Como control negativo, se emplearon CMN incubadas con medio solo.

3.4.3.1. Incorporacién de timidina tritiada ([*H]-T)

Este ensayo se realizd en placas para cultivo celular de 96 pocillos fondo plano,
utilizando una concentracién de 2,5x10° CMN/200ul por pocillo. Luego de incubar las
células con los antigenos por triplicado durante 3 dias a 37°C en estufa de 5%CO,, se
les realizd un pulso de 1 pCi / pocillo de [3H]-T y se las incubd 18 horas mas. La
incorporacion del radioactivo a las células se midié empleando un contador de centelleo
(Wallac 14, Perkin Elmer Life Sciences) el cual expresa la radiactividad en cuentas por
minuto (c.p.m.). Los resultados para cada antigeno se expresan como indices de

estimulacion (IE).

IE = c.p.m. cultivo de CMNs estimulados

c.p-m. cultivo de CMNs sin antigeno

3.4.3.2. Marcacién con CFSE

Esta técnica utiliza la marca intracelular fluorescente CFSE para etiquetar a las
celular proliferantes. El CFSE se une covalentemente a componentes citoplasmaticos de
las células, lo que resulta en la fluorescencia brillante uniforme. Tras la divisidon celular,

el colorante es distribuido en partes iguales entre las células hijas, lo que permite una
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resolucion de hasta ocho ciclos de la divisién celular mediante citometria de flujo,
permitiendo la discriminacidon de las sucesivas rondas de divisién celular. El CFSE se
comercializa como diacetato de carboxifluoresceina éster de succinimidilo (CFDA-SE).
Este compuesto no es fluorescente pero es altamente permeable a la célula. Una vez en
el citoplasma las esterasa celulares remueven los grupos acetatos, convirtiendo la
molécula CFDA-SE a la molécula fluorescente ya mencionada CFSE.

Este ensayo se realizd en placas para cultivo celular de 96 pocillos fondo U,
utilizando una concentraciéon de 5x10° CMNs/200ul por pocillo. Antes de incubar las
células con los antigenos estas deben ser marcadas. Para proceder a la marcacion la
concentracion de células debe ajustarse a 2x10’células/ml en PBS y estar correctamente
resuspendidas sin agregados celulares. Se preparo una solucién 2X de CFDA-SE (6uM)
en PBS del mismo volumen que la solucion de células. En un tubo que sea de 10 veces
el volumen de las células, se mezclaron ambas soluciones [Final: 3uM CFSE,
1x10’células/ml] y se incubaron por 30 minutos en bafio de 37°C o estufa de CO,. Se
agregd 10 volumenes de PBS 5% SFB frio y se incuba 5 minutos en hielo para lavar y
secuestrar el CFSE libre en solucion. Se lavd 2 veces mas con PBS con 5 voliumenes. Se
resuspendid finalmente en RPMI completo ajustando a una concentracién de 5x10°
células/ml. Finalmente se siembran 100ul de las suspensiones celulares en las placas
de 96 pocillos con los 100ul de los correspondientes antigenos previamente sembrados.
Las placas se incubaron a 37°C con 5% de CO, durante 5 dias. Las células se cosecharon
y la fluorescencia fue adquirida y analizada usando un citdmetro FACScan y el software
CellQuest (BectonDickinson). Los resultados son expresados como el porcentaje de
células proliferantes con CFSE (%proliferacion CFSE positiva) por perdida de marca

(Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Esquema representativo de analisis de linfoproliferacién por marcacién con CFSE. Se
representa el analisis de proliferacion de células mononucleares marcadas con CFSE frente a medio
(proliferacién basal), a un antigeno especifico y a un mitogéno. El porcentaje detallado representan
el porcentaje de eventos (células) que se encuentra dentro de la region Células proliferantes que
han disminuido la intensidad de CFSE por division celular.

3.5. ANALISIS Y DETECCION DEL VFA

3.5.1. Titulacién viral por el método de punto final

Placas de 96 pocillos fueron sembradas con células BHK-21, a una densidad de 1 x
10* células por pocillo. A las 24 horas las monocapas con una confluencia de 80%,
fueron lavadas con MEM-D libre de suero. Se realizaron diferentes diluciones en base
10 de la muestra a titular en MEM-D con 5% de SFB. Se colocaron 100 pl/pocillo de
cada dilucion por cuadruplicado. La presencia o ausencia de efecto citopatico fue
evaluada a las 72 horas de incubacién a 37°C en estufa con 5% de CO,, por observacion
en microscopio.

La titulacion a punto final se basa en la determinacion de las dosis infecciosas que
causa efecto citopatico en el 50% de las unidades de prueba. La razén por la cual se
elige esta zona del efecto citopatico es para lograr una determinacion precisa, ya que
una pequeiia variacién en la dilucidn le corresponde una variacién claramente detectable
en la respuesta. Normalmente el 50% del efecto buscado no corresponde exactamente
a una de las diluciones de trabajo, por lo que es necesario hacer una interpolacion

matematica para definirla. EIl método mas empleado para este fin es el de Reed y
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Muench (Reed y Muench, 1938). Se basa en la suposicidon de que el nimero de unidades
de prueba afectadas varia proporcionalmente al log10 de la dilucién, es decir que a
diluciones menores (mayor concentracion de virus) el porcentaje de efecto sera mayor
que a diluciones mayores (menor concentracion de virus). Ademas, se supone que en

la zona cercana al 50% de efecto, éste varia linealmente con la dosis.

log(1DICTs,) = log(dil > 50%efecto) — (drelativa 50% xlog dil™1)

% efecto dilucion > 50% — 50%

drelativa 50% =
relativa 0% % efecto dilucion > 50% — % efecto dilucion < 50%

log dil™! = log (factor de dilucién entre < 50% y > 50%)

De aqui se obtiene la dilucién en la cual hay 1 DICTsgen el inoculo utilizado y puesto
en contacto con las células; la inversa de esta dilucidon devuelve las DICTso presentes en
la solucién sin diluir; y para conocer su concentracion debemos relativizar las dosis

infectivas al volumen del indculo.

] , _ (dilucién 1 DICTs)™ 1
Titulo viral DICTs5, = /vol. inoculo

3.5.2. Extraccion de ARN y RT-PCR para detectar replicacion viral en epitelio de
bovinos

Se tomaron, al momento del sacrificio de los animales (7dpi), muestras de epitelio
de lesiones que se consideraban dudosas, y se le realizo el ensayo de retro transcripcion
(RT) y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de la proteina NS 3D para confirmar
la presencia del virus en dichas lesiones. Entonces, el ARN viral aislados de dichas
muestras y se utilizo para realizar una RT PCR. Para la extraccidon del ARN viral se utilizd
el reactivo comercial Trizol (Sigma). En 900ul de Trizol Reagent se agregd 300ul de los
clarificados de macerados de epitelio realizados en MEM-D. Se siguieron los pasos
indicados por el fabricante. Brevemente, luego de incubar la suspensién durante 15
minutos a temperatura ambiente, se agregé 200ml de cloroformo se agito

vigorosamente por 15 segundos, se dejoé reposar por 3minutos y se centrifugd la mezcla
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a 12000 g durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa se resuspendié en una solucion
con 1ml de isopropanol y 1pl de glicégeno de concentracion 20ug/ml (GE Healthcare).
La mezcla se dejo precipitar durante 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd
a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C. El pellet se lavd en etanol 75% se centrifugd a
7500 g durante 5minutos a 4°C, se descartd cuidadosamente el sobrenadante y se dejé
secar. Luego, el ARN viral se resuspendié en 20ul de H20 (libre de ADNasa/ARNasa) a
56 °C durante 10 minutos. Conjunto con las muestras a analizar, se sumo la extraccién
de una muestra control negativo (H20), y una muestra control positiva VFA amplificado
en BHK-21. A partir del ARN viral obtenido, se sintetizé el ADN copia (ADNc) mediante
una reaccién de RT. La mezcla de reaccion se realizd con 2ul de ARN viral, 2.5 ul de
Buffer RT 5x (Promega), 1 ul de una solucién 10mM de dNTPs (Promega), 0.25 ul de
RNAsin 40U/pl (Promega), 0.5 pl de Ramdom Primers 2ug/ul (Alfa DNA), 0.35ul de
Retro-Transcriptasa Reversa M-MLV RT (“Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase”) 200U/ul (Promega) y se completd con 3,4 pl de H20 (destilada, libre de
ADNasa/ARNasa -Invitrogen-) para obtener un volumen final de 10ul. La reaccion se
realizod en el termociclador GeneAmp PCR System 2400 de Perkin Elmer o en el Thrio
Termoblock TB1 de Biometra con el siguiente ciclado: 45 minutos a 42 °C, 10 minutos
a 94 °C, infinito a 4°C. Con el ADNc obtenido se realizé una reaccion de PCR utilizando
10 pl de la reaccidén de Retro- transcripcion. Se realizd la mezcla de reacciéon la cual
contenia: 1 pl de cada uno de los primers especificos (0.1 mg/ml) (Alfa DNA), 1.5 pl de
MgCl2 50mg/ml (Invitrogen), 5 ul de Buffer 10X (Invitrogen), 0.25 ul de Taq Polimerasa
(500 U/ml) (Invitrogen) y se completd con 31.25 pl de H20 (destilada, libre de
ADNasa/ARNasa -Invitrogen-) para obtener un volumen final de 50 pl. La reaccién de
PCR se realizd con oligonucleétidos iniciadores (primers) especificos para VFA (region
interna de la polimerasa viral 3D) y para un control interno de ARN ribosomal (Smith y

col. 2000). Las condiciones de la PCR fueron: 94°C durante 3 min, luego 35 ciclos de 1
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minuto a 94°C, 1 minutos a 55°C y 1,5 minutos a 72°C, luego 7 minutos a 72°C y
finalmente hold a 4°C.

Los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa 1,8% y se observaron las
bandas correspondientes al control interno: 480 Kpb y al producto de amplificacién del
VFA: 380 Kpb (Marcador de peso molecular: “ladder 100kpb” de la UNQ).

Primers utilizados para la amplificacion de VFA:

1461: 5’GACCCGAAGTTGAGGCTGCC 3’

1462: 5'GCCGAACTCCGTGCGAAACA 3’

Primers: GK2 -antisense- CTAGACCGTGTTGGTGGGTT and GK7 -sense-
CCGACCACCACGGTGTTTTCG

Primers utilizados para la amplificacion del control ribosomal:

18SD: 5" GGACATCTAAGGGCATCACA 3’

18SU: 5' TCAAGAACGAAAGTCGGAGG 3’

La amplificacion de la secuencias de la proteina NS 3D estuvo a cargo del grupo

liderado por el Dr. Guido Koéing.

3.5.3. Secuenciacién de ADNc proveniente de macerados de epitelio de animales
infectados

Se realizd una PCR para amplificar la regién de la proteina VP1 que contiene el
epitope B para luego secuenciarla de los epitelios de los animales que presentaron
lesiones dudosas. Para ello se utilizaron los primers ALFA1 5’
CTCGTTCATCATGGACAGATT 3’ (sentido) y P12B 5" TTCGAAGTACCAGGGTTTGGC 3’
(anti-sentido) que genera un fragmento de 780pb. Este fragmento corresponde a la
secuencia codificante para los aminoacidos que comprende las posiciones 22 a 213 de
la poliproteina del VFA O1Campos, conteniendo al epitope B de interés. Los pasos para
la PCR son los mencionados en la seccion anterior utilizando estos primers. Las bandas

de los productos de PCR son recuperados del gel de agarosa realizando el protocolo de
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purificacion de ADN Illustra™ GFX™ (GE-Healthcare) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Una vez obtenido el eluido con el ADN, las secuenciaciones fueron realizadas
en la Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia a cargo de la Dra. Andrea

Puebla a través de electroforesis capilar.

3.6. CARACTERIZACION DE RESPUESTA EN GANAGLIOS LINFATICOS

3.6.1. Obtencion de érganos linfoides luego del sacrificio

Teniendo en cuenta la potencial implicancia de determinados tejidos en la
respuesta inmune frente a la infeccion por VFA en el bovino, la eleccion de los 6rganos
se basd en reportes previos mostrando cuales eran los ganglios mas reactivos (Pega et
al., 2013; Pega et al., 2015) y los principales sitios de replicacion del VFA a lo largo del
tracto respiratorio (Pacheco et al., 2010). Las muestras obtenidas post-mortem se
identificaron en base a sus caracteristicas macroscépicas y localizacién anatdémica

distintiva, y corresponden a:

a) Linfonddulos mandibulares (LM)
b) Linfonddulos retrofaringeos mediales  (LRM)

c) Linfonddulo traqueo-bronquiales (TBL)

Los primeros dos constituyen o6rganos linfoides que drenan estructuras del
tracto respiratorio superior, mientras que el linfonédulo traqueo-bronquial drena el

tracto respiratorio inferior (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Esquema de ubicacion de ganglios procesados. Los
6rganos linfaticos utilizados en este trabajo estan resaltados en
azul: linfonddulos mandibulares (LM), linfonddulos retrofaringeos
mediales (LRM), y linfonédulo traqueobronquial (LTB).

Los diferentes 6rganos fueron extraidos asépticamente y colocados en medio de
cultivo (RPMI 1640, HEPES 10mM, 106 UI/mL de penicilina G sdédica, 700 mg/mL de
estreptomicina y 500 mg/mL de gentamicina), previa remocion del exceso de tejido
conectivo utilizando tijeras y bisturi estériles. Los érganos muestreados se mantuvieron
en frio y se trasladaron dentro de un triple envase rociado con acido acético de acuerdo
a las normas de bioseguridad, desde el box NSB4-OIE al laboratorio NSB4-OIE del

CICVyA, INTA-CNIA, donde fueron procesados.

3.6.2. Aislamiento de CMN a partir de érganos linfoindes

Los organos linfoides obtenidos post-mortem fueron desintegrados utilizando
cribadores de disociacion celular para tejido con malla de acero N°80 (Sigma-Aldrich)
para obtener suspensiones celulares aisladas, las cuales fueron resuspendidas en
solucion de Percoll 90% (GE Healthcare) y centrifugadas a 5000g por 30 minutos a 4°C.
Los precipitados celulares fueron resuspendidos en Percoll 43% vy luego de ser
sembrados sobre Percoll 70%, se centrifugaron a 4000g durante 30 minutos a 4°C.
Luego se recolectaron las células de la interface 43-70%, se resuspendieron en medio

de cultivo conteniendo 10% de SFB y su viabilidad fue determinada por exclusién con
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tincion de Azul de Tripan, debiendo resultar en todos los casos >95%. La densidad de
cada solucion de Percoll se ajustd previamente por refractometria por medio de un
refractometro de mano (NSG Precision Cells, INC, NY). El nimero de CMNs aisladas de
cada 6rgano se ajustd a 5x10° y 2,5x10° células/ml, siendo ambas diluciones las que se

utilizaron en los ensayos de ELISPOT.

3.6.3. ELISPOT de isotipos de células secretoras de anticuerpos especificos para

VFA O1Campos en bovino

Con el objeto de estudiar la respuesta de anticuerpos en el tracto respiratorio del
bovino, se realizd un ensayo de ELISPOT para analizar y determinar las células
productoras de anticuerpos (CSA) especificas para VFA O1Campos presentes en las CMN
aisladas de los érganos disecados. Este ensayo no solo permitira determinar el nimero
de CSA presentes en los érganos, sino también los isotipos de los anticuerpos que

producen.

Se sensibilizaron placas con fondo de nitrocelulosa de 96 pocillos con 40 ug/mL del
antigeno 146S purificado toda la noche. Las mismas se bloquearon con PBS-4% leche
descremada durante dos horas a temperatura ambiente. Las CMN purificadas de cada
4rgano linfoide fueron sembradas en dos diluciones (5x10° y 2,5x10° células/ml) por
triplicado y se incubaron a 37°C con 5% de CO2 durante 16 horas. Se utilizaron
anticuerpos de ratén AcMo anti IgG1 e IgG2 bovinas (ambos en dilucién 1:500), los
cuales se colocaron en los pocillos asignados a estos isotipos. Simultdneamente se
agregaron anticuerpos (conjugados con HRP) de oveja anti IgA e IgM bovinas (ambos
en dilucion 1:5000) en los pocillos correspondientes a cada uno de estos dos
tratamientos. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y luego
se agregd un anticuerpo de cabra anti ratdon conjugado con HRP (dilucion 1:1000) donde
previamente se habian colocado los anticuerpos sin marca (anti IgG1 e IgG2). Para el

revelado se empled el cromdgeno “True Blue” (KPL). Las CSA se contabilizaron
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manualmente utilizando una lupa estereoscdpica, considerando cada punto de

coloracion como una CSA.

3.7. USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Todos los procedimientos detallados a lo largo de la tesis que involucran el uso de
animales, cuentan con el aval del CICUAE del CICVyA de INTA-CNIA. Los protocolos
aprobados son registrados con los N©°77/2013 (Experimento 1) y N©°14/2011
(Experimento 2).

Toda manipulacién de virus vivo para la reproduccidon experimental de la
enfermedad fue realizada bajo estrictas normas de bioseguridad en el Box NSB 4-OIE
del INTA. La manipulacién de virus vivo para la realizacion de pruebas y ensayos o
material de animales infectados fue realizada bajo estrictas normas de bioseguridad en

el laboratorio de Bioseguridad NSB 4-OIE del INTA.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
Para el estudio estadistico de los datos se utilizd el programa Graph Pad Prism 5.0
(Graph Pad Software Inc.). Los valores obtenidos parar los distintos parametros
evaluado entre los grupos experimentales, se compararon por:
a) En ensayo t de Student para comparacién entre dos grupos.
b) Analisis de la varianza (ANOVA) de un factor y el método post-ANOVA Dunnett
cuando se ensayan mas de dos grupos.
¢) ANOVA para mediciones repetidas, cuando se comparan valores en distinto
tiempo dentro de un grupo (mediciones pareadas) y el método post-ANOVA

Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1 EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD Y CAPACIDAD PROTECTORA DE LAS

VACUNAS BASADAS EN EL VFA O/UK 11/01 (Experimento 1)

El primer objetivo de esta Tesis es evaluar la respuesta inmunitaria inducida en
bovinos por dos construcciones peptidicas dendriméricas que han resultado exitosas en
la proteccion de cerdos frente al desafio con el virus O/UK 11/01 (Blanco et al., 2016).
Los péptidos dendriméricos que fueron evaluados en este primer experimento
(Experimento 1) se encuentran detallados en la Tabla 3.1 seccidon Materiales y métodos.
Estos péptidos dendriméricos logran desarrollar una eficiente respuesta inmunitaria en
los cerdos vacunados, alcanzando una proteccién del 80% en los animales vacunados

con B(OUK)2T3A o del 60% con B(OUK)4T3A-

Bouy2T3a Y BoukaTsa se disefiaron en base a la secuencia de la proteina VP1,
aminoacidos en las posiciones [140-158] del VFA cepa O/UK 11/01 para el epitope de
reconocimiento por células B. Este epitope B, ya sea de manera bivalente (Bouk)2T3a) O
tetravalente (Bouky4T3a) Se encuentra unido covalentemente a un puente de lisina que
los une al epitope T (determinado como inmunodominante porcino) (Blanco et al., 2001;
Monso et al., 2012) basado en la secuencia de la NSP 3A, posiciones aminoacidicas [21-
35] altamente conservadas entre serotipos. La cepa O/UK 11/01 de VFA fue la causante
del brote epidémico que sufrié Reino Unido en el aflo 2001, y que obligd a sacrificar
millones de cabezas de ganado provocando una pérdida econémica de miles de millones
de libras en dicho pais. Desde entonces, las investigaciones europeas pertinentes al VFA

comenzaron a centrarse en esta cepa en particular.

En este punto es necesario remarcar que en Argentina existe una regulacién, por
parte del SENASA, que restringe la manipulacion del VFA a ciertos laboratorios
habilitados que cumplen con estrictas normas seguridad bioldgica, dado que el VFA es

un agente infeccioso de maximo riesgo bioldgico para el area veterinaria. En la
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Resoluciéon N°351/06 del SENASA se establecen las condiciones para el manejo de las
siguientes cepas de VFA exclusivamente: O1Campos, AArgentina2001, A24Cruzeiro y
C3Indaial. Actualmente, estas cepas son las que se encuentran presentes en las
formulaciones vacunales aprobadas y utilizadas en las campafas sistematicas de
vacunacion. Por lo tanto, se considera de mayor riesgo la manipulacion de cepas no
presentes en la formulacidén vacunal, debido a que los animales no tendrian una
proteccion inmunitaria frente a estas cepas exoéticas. En consecuencia, esta prohibida la
manipulacion de cepas tales como O/UK 11/01 dentro del territorio argentino, y por
ende se ha utilizado, para el desarrollo del presente trabajo de tesis, el VFA O1Campos,

cepa de manejo autorizado del serotipo O en nuestro pais.

Con el fin de evaluar la posibilidad de que los péptidos dendriméricos disefiados
para O/UK 11/01 puedan ser de utilidad frente a O1Campos, se realizdé una comparacién
de secuencias correspondientes al epitope B de las dos cepas de interés (O/UK 11/01 y
O1Campos). Se observd una homologia del 84% (Figura 4.1) y que las posiciones
aminoacidicas importantes para el ingreso de virus en la célula, y que son blanco de
anticuerpos neutralizantes (Burman et al., 2006; Verdaguer et al., 1997), estan

conservadas en ambas secuencias.

1 5 150 155
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Figura 4.1 — Comparacidn de secuencias entre cepas. Se compara la secuencias
de la cepa O/UK 11/01 en la cual estd basado el disefio de los péptidos
dendriméricos para el epitope B y la secuencia homdloga correspondiente a la

0 1

cepa O1Campos. Cuadros celestes: posiciones aminoacidicas importantes para el
ingreso del virus a la célula por via de integrinas.
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4.1.1. Evaluacién de reactividad cruzada de sueros de animales vacunados con

vacuna comercial que contiene VFA O1Campos

Previamente a la inmunizacidon experimental de los animales con el péptido
dendrimérico, se realizaron algunos ensayos con el objetivo de corroborar si la respuesta
humoral generada por la vacuna que contiene al VFA O1Campos inactivado era capaz
de reconocer de manera cruzada al VFA O/UK 11/01. Especificamente, se evalud la
capacidad de los anticuerpos generados por la vacuna contra la capside viral de
O1Campos, de reconocer el péptido dendrimérico que posee la secuencia de VP1 del

VFA O/UK 11/01 correspondiente al epitope B.

Un grupo de 5 animales inmunizados con vacuna comercial (tetravalente,
A24Cruzeiro, AArgentina2001, C3Indaial y O1Campos) fueron sangrados a los 30 dpv;
se evaluo la capacidad de las IgGs de reconocer al VFA O1Campos por un ELISA captura
viral y un EFL, y de reconocer el dendrimero tetravalente B(ouk)4T3a CON la secuencia del
epitope B del VFA O/UK 11/ 01 (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Titulos de anticuerpos de
animales inmunizados con vacuna
tetravalente  anti-Aftosa.  Titulo
promedio de anticuerpos IgGs anti-

VFA determinado por ELISA captura
viral (barra negra) y titulo promedio

(logsodil™)

de anticuerpos IgGs anti-BoukaTsa

Titulos 1gGs totales

determinado por ELISA indirecto con

el péptido dendrimérico como

a-VFA  a-Ag Boya Tan antigeno.

Como se puede observar, la vacuna comercial induce anticuerpos capaces de
reconocer al VFA O1Campos con titulos altos de IgGs (titulo promedio: 5,1+0,5) , y con
un titulo promedio positivo alto de Igs medido por EFL (3,0+0,2; dato no mostrado).
Asimismo, estos anticuerpos son capaces de reconocer la secuencia homologa del VFA
O/UK 11/01 presentada en el péptido dendrimérico, confirmado por un titulo de IgGs

promedio de 3,9+0,2 contra el péptido. Esto indica que el epitope B presente en el
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péptido dendrimérico comparte epitopes con la secuencia presentada por el VFA
O1Campos. Es decir, que la inmunizacion con los péptidos dendriméricos basados en
secuencias de VFA O/UK 11/01 podrian generar anticuerpos capaces de reconocer a la
capside del VFA O1Campos. Adicionalmente, sueros de bovinos inmunizados con vacuna
contra VFA OUK 11/01 inactivado mostraron titulos de Igs mayores a 2,1 por EFL (titulos

positivos; OIE, 2017).

Por lo tanto, se investigd si las estas construcciones dendriméricas Bouk)2T3a Y
B(oukya T3 €ran capaces de montar una respuesta inmunitaria suficiente para proteger a
los bovinos vacunados frente al desafio con el VFA serotipo O, determinando su

potencial como candidatos vacunales.

4.1.2. Evaluacién de la respuesta inmunitaria humoral inducida por los péptidos

dendriméricos.

Estd ampliamente reportado que la respuesta inmunitaria humoral tiene un papel
central en el control de la infeccion por VFA. Por ello se estudiaron los anticuerpos
séricos de los animales vacunados con los péptidos B ouk)2T3a Y BoukyaT3a por ELISA. El
analisis de anti-B(oux)4T3a reveld que todos los animales desarrollaron una respuesta de
IgGs pronunciada y especifica (Figura 4.3A). Mas aln, estos anticuerpos fueron capaces
de reconocer especificamente a la capside del VFA O1Campos inactivada, como se
puede observar en la cinética de Acs IgGs contra la capside viral (Figura 4.3B). Sin
embargo, los animales n°168 (Bouk)2T3a), N°164 y n°166 (Bouk)sT3a) desarrollaron
anticuerpos capaces de reconocer al VFA O1Campos sélo después de la revacunacion a
los 18 dpv. A los 38 dpv, los animales de ambos grupos mostraron altos titulos de IgGs

a-VFA con valores de entre 2,9y 3,8.
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Figura 4.3 — Titulos de IgGs séricas a-dendrimero o a-VFA de los animales vacunados con B(ouk)2T3a
0 Bouk)aT3a en diferentes tiempos. Los niveles de Acs fueron obtenidos usando un ELISA indirecto o
captura respectivamente. (A) Cinética de Acs a-péptidos dendriméricos medidos por ELISA usando
a B(oukaTsa como antigeno. (B) Cinética de Acs a-VFA de cada animal. Las flechas indican el tiempo
de vacunacién (0 y 18 dias) con las vacunas B(ouk)2T3a 0 Bouk)4T3a Los titulos fueron calculados como
logio de la inversa de la ultima dilucién por arriba del sitio de corte. El corte se establecié como la
media de los valores de DO de los sueros de animales seronegativos mas 2 desvios estandar.

En conclusion, podemos afirmar que no solo los sueros de los animales inmunizados
con vacuna comercial (que contiene al VFA O1Campos entre los serotipos) reconoce a
la secuencia homologa de la cepa O/UK 11/01 presente en el péptido dendrimérico
(Figura 4.2), sino que también la inmunizacion con los péptidos dendriméricos basados
en secuencias de VFA O/UK 11/01 generaron, anticuerpos capaces de reconocer a la

capside del VFA O1Campos (Figura 4.3).

4.1.2.1. Evaluacion de los isotipos de anticuerpos inducidos

Las IgGs de diferentes isotipos pueden tener diferentes funciones efectoras. A
pesar de que aun no ha sido totalmente dilucidado el papel funcional de los isotipos en
la especie bovina, si se relaciona a la regulacién positiva de IgG2 con un perfil Thl
(aumenta su produccién en presencia de IFN-y) mientras que al IgG1 se asocia a un
perfil Th2 (produccidon aumentada en presencia de IL-4). Por lo tanto, se determind el
perfil de IgGs séricas de cada animal tras la vacunacién con dendrimeros. Para ello los
sueros de los animales fueron evaluados mediante un ELISA captura viral para los

isotipos IgG1 e IgG2 especifico contra VFA O1Campos, desarrollado en el laboratorio.
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En ambos grupos, el isotipo detectado predominantemente durante todo el
experimento en el suero de los animales fue IgG1 (Figura 4.4). Asimismo, los animales
n°168 (Bouk)2T3a) Y N°166 (B(oukyaT3a) desarrollaron niveles de IgG1l bajos luego de la
primera inmunizacién y aumentaron luego de la segunda dosis de vacuna. Por otra
parte, los niveles de IgG2 fueron bajos con valores promedios de 1,1+0,3 y 1,9+0,7
para los grupos Bouk)2T3a Y Boukya T34, respectivamente, a los 38 dpv. Mientras, el grupo
de animales inmunizados con vacuna comercial mostré un titulo promedio de 2,80+

0,05 para IgG2 y de 4,6%0,3 para IgG1 especificos contra VFA O1Campos (dato no

mostrado).
Figura 4.4 — Isotipos de los
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- 44 de IgG1 sérica a-VFA de los
@ —~ 5.01 = 168 g

o - %gg animales a lo largo del

\L 'c - + . £,
@ 2 4.0 experimento. El titulo fue
o 2 30l Grupo Boyk)aTza lculad i del
&< ¥ - 36 calculado como lainversa de la
2 Y% 207 - %gg dilucién que se encuentra por

| —h

g 3 1.0 - 431 encima del punto de corte. El
0.04 corte fue establecido como la
"0 18 22 3238 0 18 22 32 3 media de los valores los sueros
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4.1.2.2 Evaluacidn de la inmunidad humoral en mucosa

Las IgA son anticuerpos esenciales en las mucosas para la defensa del organismo
a agentes infecciosos. Sin embargo, una particularidad del sistema de mucosas de los
bovinos es la presencia o, en el caso de las secreciones de algunas glandulas, la
predominancia del isotipo IgGl. Debido a que la transmision por aerosol es el
mecanismo de dispersién mdas comun para la FA en animales susceptibles, se estudiaron
los anticuerpos IgA e IgGl especificas contra VFA O1Campos, presentes en las

secreciones nasales en los animales vacunados (Figura 4.5).
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Figura 4.5 — Isotipos de los anticuerpos de mucosa nasal. Respuesta de mucosa de anticuerpos
IgG1 e IgA a-VFA. Los hisopados nasales fueron colectados a los 22dpv y 32dpv. Cada punto
representa el titulo de IgG1 (A) o nivel de IgA (B) nasal de cada animal. El corte fue establecido
como la media de los titulos (IgG1) o valores (IgA) obtenidos en las secreciones de los animales
negativos mas 2 desvios estandar (linea punteada).

A los 22 dpv, se observaron titulos positivos (titulo >0,5) de IgG1 en la secreciones
nasales de los animales del grupo B(ouk)aT3a cOn excepcion del animal n°166. En este
tiempo los animales del grupo B(ouky2T3a NO presentan altos titulos de dicho serotipo a
excepcion del bovino n°170. Sin embargo, a los 32 dpv, todos los animales logran
alcanzar titulos positivos y altos para IgG1 en las secreciones nasales. En cuanto a la
IgA nasal, se observa que los animales n°44 y n°170 del grupo B(ouk)2T3a Y €l animal

n°36 del grupo Bouky4T3a tienen altos niveles de IgA

Esto indica que las construcciones peptidicas serian capaces de inducir, no solo

inmunidad sistémica, sino también de mucosa, detectable en fechas proximas al desafio.

4.1.2.3. Capacidad neutralizante de los anticuerpos séricos

Para evaluar la capacidad neutralizantes de los sueros de los animales vacunados,
se utilizaron dos técnicas de deteccion: a) Ensayo clasico: seroneutralizaciéon de virus
en dilucion fija y suero variable y b) Ensayo alternativo: seroneutralizacién de virus

variable y suero en dilucion fija.

-100-



Resultados

Como se observa en la Tabla 4.1, se determinaron los TNV de los sueros de los
animales a los 32 dpv contra el virus homodlogo O/UK 11/01. Se detectd, por medio del
ensayo clasico de seroneutralizacién, un TNV promedio de 1,2+0,3 y 1,3+0,3 para
Bouk)2T3a Y B(ouk)4 T3a respectivamente. Sin embargo, no fue posible determinar un TNV
para las 100 DICTsg de la cepa viral heteréloga O1Campos, al ser posiblemente menor
al umbral de deteccion de la técnica (TNV<0.9).

TABLA 4.1 - Titulos e indices de seroneutralizacion viral de los sueros de los

animales vacunados con los péptidos B(ouk)2Tza 0 BioukjaTsa O vacuna comercial, a
los 32 dpv y de los sueros de los animales negativos

TNV? TNV IN®
O/UK 11/01 0O1Campos 0O1Campos
Grupo Animal  Individuales Promedio Individuales Individuales Promedio
n°44 1,65 <0,9 2,0
B T n°170 1,20 <0,9 1,3
ouk)213a + +
ouK n°168 1,10 1,2:0,3 <0,9 0,8 1,310,5
n°169 0,90 <0,9 1,0
n°36 1,20 <0,9 13
n°431 1,75 <0,9 2,7
B T 1,3+0,3 +
(ouigatsa n°164 1,10 <0,9 2,0 st
n°166 1,20 <0,9 1,3
n°692 NR 1,8 2,4
n°700 NR 2,1 3,2
Vacun'a s NR - 1,6 3,2 2,8+0,6
comercial
n°710 NR 2,3 2,0
n°722 NR 2,8 3,4
. n°167 <0,9 <0,9 0
Negativo <0,9 )
n2997 <0,9 <0,9 0,3

a)  TNV: titulo de neutralizacién viral para VFA O/UK 11/01 o O1Campos a los 32dvp
b) IN: indice de neutralizacion viral (log,,) para VFA O1Campos

No obstante, se realizd un ensayo de neutralizacién que permite evidenciar si los
anticuerpos tienen la capacidad de neutralizar unidades virales; es decir, si la presencia
de una cierta dilucién de suero interfiere en la infecciéon del VFA in vitro, bajando de
este modo la cantidad de virus presente en el ensayo. Con este ensayo alternativo de
seroneutralizacién fue posible determinar un IN con valores promedios de 1,3+0,5 para
los animales del grupo Bouk)2T3a Y 1,8+0,7 para BoukysT3a. Naturalmente, los sueros

obtenidos previo a la inmunizacion con los péptidos (T=0) no mostraron un IN positivo.
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Finalmente, se detect6 un IN promedio de 2,8+0,6 para el grupo de animales

inmunizados con vacuna comercial.

Por otro lado, cuando los resultados fueron expresados en porcentaje de virus
neutralizado por una dilucién fija de suero (1/16) y ensayado en un rango de 1 DICTsg
a 1000 DICTsgode VFA O1Campos, se obtuvieron valores promedios de 17+9% de virus
neutralizado en los animales del grupo B(ouk)2T3a Y 27+11% para los sueros de los
animales del grupo B(ouk)4T3a (Figura 4.6). Estos porcentajes son significativamente mas
altos que los detectados con los sueros negativos. Para los animales inmunizados con
la vacuna comercial, el promedio del porcentaje de neutralizacién viral de sus sueros

fue de 43+10%.

601 *%k%

] Grupo Biouk)2T3a
Bl Grupo BoukyaTza
3 Grupo Negativo
72 Grupo Comercial

% VFA O1Campos
neutralizado

Figura 4.6 — Neutralizacion de VFA Ol1Campos por sueros de animales vacunados.
Porcentaje de neutralizacién viral por sueros de animales vacunados con los péptidos
Biouk)2T3a, Bouk)aT3a 0 una dosis de vacuna comercial a los 38dpv. Una dilucidn de suero
(1/8) fue incubada con diferentes diluciones de VFA O1Campos, y el virus remanente se
tituld por el método de punto final 50%. Los titulos se expresan como % de virus
neutralizado con respecto a la titulacién viral sin suero. Diferencias significativas con
respecto al grupo negativo se indican como ***(p<0.001), **(p<0.01) y *(p<0.05)
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4.1.2.4 Evaluacién de presencia de anticuerpos contra proteinas no estructurales

La deteccion de anticuerpos contra las NSP del VFA es utilizada para identificar
animales infectados con algunos de los siete serotipos del virus, independientemente de
que el animal haya sido inmunizado, ya que la vacuna esta libre de dichas proteinas.
Por lo tanto, se realizé el ensayo de ELISA comercial PrioCHECK® FMDV NS Antibody,
con el fin de corroborar que los animales podian ser diferenciados de animales infectados
al carecer de anticuerpos frente a la proteina 3ABC, antigeno presente en el kit de

ELISA.

Efectivamente, los sueros de los animales a los 38 dpv, tuvieron una IP menor al
50%; por ello se consideran negativos de infeccion, pudiendo ser diferenciados de

animales infectados con el VFA.

4.1.3. Evaluacion de la respuesta inmunitaria celular inducida por los péptidos

dendriméricos

Con el fin de estudiar la respuesta inmunitaria celular especifica inducida por las
vacunas, se extrajeron CMNs y se re estimularon in vitro con antigeno viral inactivado
y purificado (VFAi O1Campos), con los péptidos tanto lineales como dendriméricos y

luego se midio la respuesta linfoproliferativa y la produccién de IFN-y.

4.1.3.1 Evaluacion de la proliferaciéon de linfocitos de memoria a los 38 dpv

Para el ensayo de linfoproliferacion, se midié la incorporacion de timidina tritiada
(®*H-timidina) luego de la estimulacién antigeno especifica (Tabla 4.2). La respuesta
linfoproliferativa en general fue poco homogénea entre los animales ya que no todos

fueron capaces de responder frente a los diferentes estimulos.
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TABLA 4.2 — Respuesta linfoproliferativa de las CMNs provenientes de animales vacunados

IE (com Ag / com medio)
Antigenos

Grupo Animal Biouk)2T3a Biouk)aT3a Epitope Tsa Epitope Bouk VFAI
n°44 56,0 39,6 4,0 0,8 1,1

n°170 3,0 5,2 1,0 33 1,2

BouwaTsa 0168 1,4 1,8 1,1 1,3 1,1
n°169 2,0 1,9 0,9 1,8 1,5

n°36 2,5 3,6 2,3 17 1,4

n°431 3,5 1,6 1,0 1,4 1,2

BlouwaTsa  e1¢y 4,2 7.3 1,4 1,3 1,8
n°166 4,0 5.7 0,8 1,3 1,3

n°692 2,9 2,5 2,0 0,6 3,2

Vacuna n°700 1,4 2,0 1,2 0,3 1,6
comercial ™ 709 1,5 1,9 1,2 1,2 4,1
n°710 1,2 1,4 0,9 0,9 0,9

n°722 0,7 0,7 0,7 0,5 2,8

Negativo n°167 1,0 0,7 1,0 1,0 1,0
n°997 1,0 1,4 0,9 1,2 0,9

Linfoproliferacion de CMNs de animales vacunados (38 dpv) determinado por
incorporacion de *H-timidina. Los resultados son expresados en indice de Estimulacion (IE).
Las CMNs son estimuladas in vitro con péptidos dendriméricos Ag-Bouk)2T3a, A8-Biouk)2T3as
los péptidos lineales Ag-epitpe Tsa, Ag-epitope Bouq Y iVFA OlCampos. Control de
proliferacién basal = medio, control positivo = Concanavalina A. La radiactividad se midié
con un contador de centelleo. El IE fue calculado como: cpm de cada antigeno/ cpm
proliferacidn basal. Valores de IE >2 son considerados positivos

Antes del desafio, a los 38 dpv, se detectaron valores significativos de
linfoproliferacién (IE>2) tanto frente a los péptidos usados en la inmunizacion para cada
grupo experimental, como para el otro péptido dendrimérico de distinta valencia. En el
grupo B(ouk)2T3a, 2 animales de 4 mostraron linfoproliferacion positiva al enfrentar a las
CMNs con los péptidos dendriméricos (B(ouk)2T3a © BoukyaT3a). Para el grupo BioukyaT3a,
4 de 4 animales mostraron valores significativos de IE frente dichos péptidos
dendriméricos. Por lo tanto, no se vio diferencia en el numero de animales
respondedores segun el péptido dendrimérico utilizado como antigeno; sin embargo, si
se observo un menor numero de animales respondedores a los péptidos lineales. En el
grupo Bouk)2T3a, las CMNs del animal n°44 proliferaron significativamente frente al Ag-
epitope T34, mientras que para el Ag-epitope B(oux), S6lo lo hicieron las CMNs del animal
n°170. Por otra parte, los animales n°168 y n°169 no mostraron respuesta positiva

frente a ningun estimulo, a excepcion del mitdgeno. En el grupo B ouiy4T3a, SOlo el animal
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n°36 mostré proliferacion en sus CMNs cuando fueron estimuladas con Ag-epitopeTaza.
Bajo estas condiciones experimentales, ningln animal mostré respuesta positiva frente
al re estimulo con VFAIi (IE<2). Las CMNs de los animales controles (Tabla 4.2) y de
todos los animales a los 0 dpv no mostraron respuesta a ningln estimulo peptidico (data
no mostrada). En el grupo inmunizado con vacuna comercial, 3 de 5 animales mostraron

proliferacion positiva frente a VFAi O1Campos y solo 1 frente al Ag-Bouk)2T3a-

4.1.3.2 Evaluacion de la secreciéon de IFN-y por parte de las CMNs de los animales

vacunados

Como ha sido reportado, el IFN-y estimula la expresién de las moléculas del CMH
de clase I y II en las CPA e inhibe eficientemente la replicacion del VFA (Zhang et al.,
2002). Por lo tanto, se midié la secrecién IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de las

CMNs estimuladas, por un ELISA captura para dicha citoquina (Tabla 4.3).

TABLA 4.3 — Secrecion de IFN-y de las CMNs aisladas de sangre periférica de animales
vacunados a los 38 dpv

IFN-y (ng/ml)

Antigenos
GrupO Animal Medio B(OUK)ZT3A B(OUK)4T3A Epltope Tsa Epltope B(OUK) VFAI
n°44 0,78 5,78 7,62 6,14 3,57 0,71
B r. 0170 140 3,21 3,02 1,24 3,67 1,13
(OUK)2T3A o168 1,93 1,73 1,32 1,18 1,32 1,33
n°169 1,23 1,40 1,46 1,50 1,63 1,79
n°36 287 36,0 16,0 27.9 3,98 2,81
B r. N3l 328 15,7 54,0 34,0 5,46 3,50
(OUKI4T3A o164 33,9 24,2 40,0 31,2 4,60 3,78
n°166 7,9 6,0 6,5 6,8 0,98 0,68
n°692 5,16 3,04 1,98 1,16 3,45 36,1
Vacuna "700 074 0,76 0,74 0,71 0,83 7,5
o 709 2,43 4,42 3,61 2,58 5,12 44,2
comercal o710 1,69 1,43 1,37 1,80 1,45 15,9
n°722 0,73 0,73 0,65 0,94 2,06 6,9
N n°167 0,84 0,52 0,65 0,72 1,34 0,61
€8atV0 o997 0,96 1,20 1,40 1,33 1,54 1,48

Secrecion de IFN-y por las CMNs de los animales vacunados luego de la estimulacion in vitro. Los
sobrenadantes de 72hs de incubacién fueron testeados por ELISA captura para la citoquina
mencionada. Los resultados fueron expresados en ng/ml, interpolando DO de los sobrenadantes en
una curva estandar realizada con la citoquina recombinante. El sitio de corte fue calculado como el
promedio de la secrecién de IFN-y por las CMNs de los animales a los 0 dpv mds 2 desvios estandar.
La secrecion de IFN-y considerado positivo se encuentra subrayado (>1.5 ng/ml)
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A los 38 dpv, los animales n°44 y n°170 (B(ouk)2T3a) Y l0s bovinos n°36, n°164 y
n°431 (BoukysT3a) Mostraron altos niveles de IFN-y comparado con sus niveles pre-
inmunizacion (0 dpv, datos no mostrados) cuando las CMNs fueron estimuladas con los
péptidos dendriméricos. Sin embargo, las células de los animales del grupo Bouky4T3a
también secretaron IFN-y incluso sin estimulacion con antigenos; mientras que, los
animales n°44 y n°170 del grupo B(ouk)2T3a Mostraron una secrecion especifica frente a
la re estimulacion con los péptidos dendriméricos; mas aun, el animal n°44 también
mostro secrecion especifica en presencia del Ag-epitope Tsay Ag-epitope B(ou), al igual
que el animal n°170 para este ultimo péptido lineal. Por otro lado, los bovinos n°169
(Biouk)2T3a) Y N°166 (B(oukyaT3a) NO mostraron secrecion de IFN-y por arriba del nivel
basal y fueron considerados no respondedores. El animal n°168 (Buk)2T3a) S0l0 mostrd
secrecion, aunque baja, con Ag-Bouk)2T3a pero se observaron niveles similares en el
sobrenadante con medio. Con respecto al grupo vacuna comercial, se observo que todos
los animales mostraron niveles de secrecidon IFN-y especificos contra VFA, al comparar

con sus respectivos niveles de IFN-y sin antigeno.

Finalmente, todos los animales mostraron altos niveles tanto para linfoproliferacion
(valor promedio de IE: 275) como para secrecién de IFN-y (valor promedio: 75 ng/ml)
al enfrentar sus células con el mitogéno, concanavalina A, utilizado como control

positivo.

4.1.4. Evaluacién de proteccién frente al desafio con VFA O1Campos en bovinos

vacunados con los péptidos dendriméricos Bouky2T3a O BoukyaT3a

Si bien la capacidad neutralizante de los sueros de los animales vacunados no fue
muy elevada, esta reportado que animales con respuestas humorales bajas resultan
protegidos al desafio viral (McCullough et al., 1992a) Por lo tanto, se decidid realizar el
desafio viral. Por ello, a los 42 dpv los animales fueron infectados experimentalmente

por instilacién nasal con VFA infeccioso O1Campos con una dosis de 10000 DL50. Luego,
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los animales fueron monitoreados a partir del segundo dia post-infeccion (2dpi) hasta
el final del experimento, 7dpi, con el propdsito de registrar la aparicion de sintomas vy
signos de la enfermedad (Tabla 4.4). El registro de los sintomas se realizé en base de
un puntaje clinico, otorgandole la clasificacion de PGP, protegido a la generalizacion
podal, a todo animal que no presentase lesidon en sus patas a lo largo del monitoreo;
PP, protegido parcial, si la aparicién de sintomas se encontraba retrasada con respecto
a la correspondiente aparicion en los animales controles; y NP, no protegidos, si la
sintomatologia era equivalente a la presentada por el grupo no vacunado (grupo
negativo).

TABLA 4.4 —Puntaje clinico y proteccion de los animales vacunados con los
péptidos dendriméricos Bouk)2Tsa 0 B(ouk)aT3a luego del desafio viral.

Puntaje clinico?/Proteccion®
2dpi 3dpi 4dpi 7dpi

Grupo  Animal F(C) L P F(C) L P F°C L P FC L P cP
n°44 381 0 0 379 0 O 383 0 0 394 1 0 PGP
n°170 376 0 O 378 0 O 379 0 O 389 1.4 PP

Bouk2Tsa 1168 383 0 0403 0 0396 13 395 1 4| NP
169 394 0 O 385 0 O 411 0 2 395 1 4 NP
n°36 381 0 O 388 0 O 394 0 0 402 1 0 pGp
n°431 406 0 O 398 0 O 395 0 0 390 1 3 PP

B(ouk)aT3a =
n°164 393 0 O 393 0 O 408 1 1 392 1 3| NP
nl66 381 0 O 403 0 4 391 1 4 391 1 4 NP

_ n°167 390 0 0 400 O O 398 1 2 392 1 4 NP

Negativo

ne997 395 0 0 407 1 3 393 1 3 398 1 4 NP

a) Puntaje clinico luego del desafio (dpi; dias post infeccién) determinado como nimero de patas
con lesiones y la presencia de vesicula en lengua o cavidad oral
(F) Deteccidén de temperatura rectal, fiebre mayor a 39,52C
(L) Lesion en lengua y/o oronasal (presencia de lesion=1 ausencia=0)
(P) Lesidn en patas (1 punto por cada pata afectada)

b) (CP) Clasificacion de proteccidn luego de revision exhaustiva el dia de la necropsia (7dpi)
(PGP) Animales con ninguna lesidn en las patas se consideran protegidos a la generalizacion
podal.
(PP) Animales con un retraso en la apariciéon de signos de la enfermedad se consideran
parcialmente protegidos
(NP) Animales con lesiones en las patas antes de los 7dpi se consideran no protegidos. Curso de
la enfermedad equivalente al animal control negativo
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Los animales n°44 (Bouk)2T3a) Y N°36 (BoukyaT3a) NO mostraron lesiones en sus
patas a lo largo de la observacion clinica, y por ello son considerados PGP; sin embargo,
si presentaron lesiones en la cavidad oral a los 7dpi. Conjuntamente, los animales n°170
(Biouk)2T3a) Y N°431 (B(ouk)sT3a) retrasaron la aparicion de signos de la enfermedad en
comparacion con el curso normal de la misma establecido por las observaciones en los
animales controles negativos. Estos animales fueron considerados protegidos
parcialmente (PP), ya que las lesiones en las patas de los animales controles aparecen
a los 3 y 4 dpi mientras que en estos animales no se les observan lesiones en esas
fechas. Finalmente, los dos animales del grupo B(ouk)2T3a: N°168 y n°169, y los del
grupo B(ouk)aT3a: N°164 y Nn°166, no estuvieron protegidos a la enfermedad ya que todos

presentaron lesiones en las patas a los 4dpi al igual que los animales controles negativo.
4.1.5. Evaluacion de secrecidon de IFN-y post-desafio con VFA O1Campos

A fin de determinar la respuesta inmunitaria de memoria inducida en los animales
vacunados luego del desafio, se evalud la secrecidon de IFN-y in vitro por las CMNs

(Figura 4.7).
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Figura 4.6 — Secrecidon de IFN-y de las CMNs de los animales vacunados con los péptidos
dendriméricos luego del desafio con VFA O1Campos (3dpi). Las CMNs se aislaron a los 3dpi, se re

estimularon por 72h con el Ag- iVFA y los péptidos, Ag-B, y Ag-B, T.,. Los sobrenadantes

OUK)2T3A OUK)4 " 3A"

se analizaron en un ELISA captura para detectar IFN-y. Los resultados se expresaron en ng/ml por
interpolaciéon de curva estandar de la citoquina. (PGP) Protegidos a la generalizacién podal, (PP)
Parcialmente protegidos y (NP) No protegidos. (Linea sélida) sitio de corte: valor promedio de

IFN-y de los sobrenadantes de las CMNs de los animales controles negativos mas 2 desvios estandar
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A los 3dpi, los animales PGP (n°44 y n°36) presentaron niveles de 7 a 9.3 ng/ml
en los sobrenadante de las CMNs estimuladas con VFAi O1Campos, péptidos: B(ouk)2T3a
Y Biouk)aT3a. Por otro lado, los animales PP (n°170 y n®431) mostraron altos niveles de
IFN-y aun sin antigeno. Finalmente los animales del grupo control negativo no
mostraron altos niveles de IFN-y, al igual que los animales vacunados NP (n°168, n°
164 y n9166). Sorprendentemente el animal n°169 (NP) presentd altos niveles de la

citoquina.

4.1.6. Presencia de células secretoras de anticuerpos (CSA) en dérganos linfaticos

Con el propdsito de estudiar mas a fondo el estado inmunitario de los animales y
evaluar si existian otras diferencias entre los animales luego del desafio, se decidio
estudiar el perfil de células secretoras de anticuerpos (CSA) en diferentes érganos
linfaticos de los bovinos. El VFA naturalmente suele ingresar por la via respiratoria de
los bovinos y en la infeccion experimental elegida se simula dicha entrada; por lo tanto,
el VFA replicara preferentemente en el paladar blando y tejido de la faringe. Por lo tanto,
se estudio si existia diferencia en la magnitud de la respuesta humoral entre los animales

vacunados a lo largo de diferentes sitios de la via respiratoria.

A los 7dpi, finalizado el monitoreo clinico, se realizd la eutanasia y necropsia de los
animales. Entonces, para estudiar la respuesta inmunitaria a lo largo del tracto
respiratorio, se disecaron distintos ganglios basandonos en reportes previos, donde se
destacan los linfondédulos mandibular (LM), retrofaringeo medial (LRM) vy
traqueobronquial (LTB) como los 6rganos mas reactivos (Pega et al., 2013) y drenantes

de las principales zonas de replicacién del VFA (Pacheco et al., 2010).

Se aislaron células mononucleares de los macerados de los ganglios de cada animal
y se le realiz6 el ensayo de ELISPOT CSA-VFA. Los resultados mostraron tres perfiles
distintos de respuesta que ajustan con el estado de proteccion establecido para cada

animal (Figura 4.8).
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Figura 4.8 — Perfiles de isotipos y niveles totales de células secretoras de anticuerpos contra VFA

desarrollados en animales vacunados luego del desafio. Las células mononucleares fueron

purificadas de los linfonddulos mandibulares (LM), retrofaringeo medial (LRM) y traqueobronquial
(LTB) y caracterizadas por ELISPOT CSA-VFA. Los resultados se expresan como nimero de CSA-VFA
especificos por cada 1x10° células extraidas, las barras corresponde al valor promedio de 3

repeticiones + SD. (A) Se detalla el perfil de cada animal diferenciando CSA por isotipo o (B)
anticuerpos totales. (PGP) Protegidos a la generalizacion podal, (PP) parcialmente protegidos y (NP)
no protegidos

En general, los animales PGP y PP presentaron bajos niveles de CSA en LM y LRM,

con excepcién del animal n°431, aunque en esta respuesta predomina una respuesta

primaria (IgM). El érgano linfoide del tracto respiratorio inferior (LTB), es decir el que

se encuentra mas profundo en la via de entrada del virus, no mostré CSA especificas

contra el VFA en ninguno de los animales PGP o PP (Figura 4.8A).
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Cuando se estudiaron las CSA-VFA de los animales vacunados y NP, se observé una
respuesta elevada tanto primaria (IgM) como secundaria de anticuerpos, siendo el
isotipo predominante de esta ultima IgG1 en los LMs y LRMs, con excepcién del animal
n°164, que tiene una respuesta baja en LRM. Asimismo, estos animales mostraron una
respuesta, aunque baja, en sus LTBs tanto de IgM como IgG1. Cabe destacar, que el
animal n°166, que presento signos de la enfermedad antes que uno de los animales
controles, mostré altos niveles de CSA-VFA IgM e IgG1 en todos los linfonddulos tanto
del tracto superior como inferior. En cuanto a la CSA-VFA IgA, estos animales (NP)
mostraron niveles detectables de este isotipo en alguno de los ganglios; especialmente
el animal n°168 mostro altos niveles (CSA-VFA IgA>200) en LM, mientras que en los
animales restantes los niveles fueron mas bajos (CSA-VFA IgA<50). Finalmente, CSA-
VFA IgG2 fueron detectadas a este tiempo en los LMs, pero con valores entre 10 y 80

veces menores que los alcanzados por CSA-VFA IgG1.

En los animal negativo n°167 y n%997, se detectaron CSA-VFA en todos los
ganglios, aunque los niveles alcanzados fueron entre 10 y 30 veces menores que los
encontrados en los animales vacunados NP; y el isotipo predominante fue el IgM,

seguido por el isotipo IgG1.

Cuando se calculd las CSA-VFA totales (Figura 4.8B), se destacd que los animales
vacunados pero NP son aquellos con las respuestas mas pronunciadas de CSA-VFA y
detectables a lo largo de todo el tracto respiratorio. Por su lado, los animal controles
n°167 y n°997 también mostraron respuesta en todos los ganglios procesados, pero el
nivel de respuesta fue menor. Mientras que los animales con un estado protector
favorecido no mostraron respuesta en el érgano del tracto respiratorio inferior y las
respuestas detectadas en los ganglios del tracto superior mostraron bajos niveles (CSA-

VFA<500).
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4.2. NUEVOS PEPTIDOS DENDRIMERICOS

4.2.1. Alternativas para mejoramiento de un nuevo péptido dendrimérico

Los resultados anteriores mostraron que los péptidos Bouk)2T3a Y B(ouk)aT3a fueron
capaces de inducir una respuesta inmunitaria especifica contra VFA O1Campos, aunque
la proteccion lograda fue solo parcial. Para mejorar esta estrategia vacunal, se
generaron nuevos péptidos con epitopes B especificos de O1Campos, se seleccion6 un
epitope T descrito anteriormente para bovino y se llevd a cabo una tercer dosis de

vacuna para (Experimento 2).

En primer lugar, los nuevos péptidos dendrimeros Boicy2Tver Y BioicyaTver S€
disefiaron exhibiendo un epitope T previamente reportado como inmunodominante en
bovino (Collen et al., 1991) unido a dos o cuatro epitopes B, respectivamente, basados
en la secuencia de la proteina VP1 de VFA O1 Campos. Y en segundo lugar, se evalué

antes del desafio de los animales si era necesaria una tercera inmunizacion.

4.2.2. Disefio y sintesis de los nuevos péptidos dendriméricos

Estudios realizados con anterioridad en nuestro grupo de investigacidon permitieron
confirmar que la secuencia 135-160 de la proteina VP1 inducia anticuerpos
neutralizantes y respuesta celular en los animales vacunados con el péptido (Zamorano
et al.,, 1994; Zamorano et al., 1998). Sin embargo, estas respuestas no logran ser
protectoras al momento del desafio viral. Por lo tanto, este trabajo se basa en modificar
la estrategia de presentacion de este péptido al sistema inmunitario, a través de la
inclusion de este epitope B en un péptido dendrimérico, y que contenga a su vez un

epitope T capaz de inducir una respuesta colaboradora eficiente en la especie bovina.

La estructura general de los péptidos dendriméricos sintetizados y utilizados como
inmunogenos en este Experimento 2, se detallan en la Tabla 3.2. Estas construcciones

se disefaron para presentar en una sola molécula, dos o cuatro copias del epitope B
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que abarca los residuos 135-160 de la VP1 de O1Campos, unidas al extremo N-terminal
del epitope T colaborador descripto como inmunodominante en bovinos que comprende

los residuos 21-40 de la VP1 (Collen et al., 1991).

La formulacion de las vacunas del Experimento 2 se realizd bajo el mismo

procedimiento que en el Experimento 1.

4.3, EVALUACION DE INMUNIDAD INDUCIDA EN BOVINOS CON NUEVOS PEPTIDOS

DENDRIMERICOS (Experimento 2)

4.3.1 Evaluacion de la respuesta inmunitaria humoral inducida por los nuevos

péptidos dendriméricos

Al igual que en el apartado 4.1.2 se estudiaron los niveles de los anticuerpos séricos
de los animales vacunados (Figura 4.9). Por un lado, se empledé un ELISA indirecto
utilizando a Bo1c)4Tvp: COMoO antigeno, el que reveld que todos los animales desarrollaron
una respuesta pronunciada y especifica de IgGs a-dendrimero capaz de reconocer a la

capside del VFA.
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Figura 4.9 — Titulos de IgGs séricas a-dendrimero o a-VFA de los animales vacunados con los
nuevos péptidos en diferentes tiempos del experimento. Los titulos fueron obtenidos usando un
ELISA indirecto o captura respectivamente. (A) Titulo promedio de IgGs a-dendrimero medidos por
ELISA usando a B(oiciaTvei como antigeno. (B) Cinética de titulos de IgGs séricas a-VFA de cada animal.
Las flechas indican el tiempo de vacunacion (0, 18 y 38 dias) con las vacunas B(oic)2Tve1 0 B(o1c)aTve1.
Los titulos fueron calculados como logio de la inversa de la ultima dilucidn por arriba del corte. El
corte se establecié como la media de los valores de DO de los animales seronegativos mas 2 desvios
estandar.
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A partir de la primer inmunizacién, se detectan en todos los animales altos titulos
de anticuerpos contra VFA, a excepcion del animal n°263 que recién a partir de la tercer
vacunacion se detectan anticuerpos contra el péptido dendrimérico y que son capaces
de reconocer a O1Campos (Figura 4.9B). A los 44 dpv, se detectaron altos titulos de
IgGs a-VFA siendo, 3.9+0.1 en el grupo B(oic)2Tve1 Y 4.0£0.2 en el grupo BoicysTve1 l0S

titulos promedios.

4.3.1.1. Evaluacion de los isotipos de anticuerpos inducidos

En cuanto al perfil de isotipos de anticuerpos séricos, nuevamente fue detectado
predominantemente el isotipo IgG1l a lo largo del experimento, con niveles bajos de
IgG2 siendo el valor promedio de este Ultimo isotipo a los 44 dpv, de 1,4+0,3 y de 1,5
+0,4 para los grupos Boic2Tve1 Y BioicyaTvei, respectivamente. Todos los animales
desarrollaron niveles altos de IgG1 luego de la segunda inmunizacién con excepcién del
animal n°263. En este caso puntual, una tercera dosis fue suficiente para incrementar

los niveles de IgG1 a valores similares a los de los otros animales (Figura 4.10).
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Dias post vacunacion negativos mas 2 desvios estandar.
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4.3.1.2. Evaluacion de la inmunidad humoral en mucosa

Por otro lado, en las secreciones nasales de los animales vacunados de ambos
grupos, fueron detectados altos niveles del isotipo IgG1 a los 28 dpv (Figura 4.11), y al
igual que en el caso de los anticuerpos séricos, el animal n°263 sdélo logra alcanzar
niveles altos de este isotipo en la secrecién luego de la tercer dosis de vacuna (44 dpv,
dato no graficado). Cuando se midio el nivel de IgA en las secreciones, 1 de 5 animales
en el grupo Boic)2Tver Y 2 de 5 en el grupo Boic)4Tver mostraron titulos de anticuerpos

de este isotipo contra la capside viral.
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Figura 4.11 - Isotipos de los anticuerpos de mucosa nasal. Respuesta de mucosa de
anticuerpos IgG1 e IgA a-VFA. Los hisopados nasales fueron colectados a los 28dpv.
Cada punto representa el titulo de IgG1 (A) o de IgA (B) nasal de cada animal. El corte
fue establecido como la media de los titulos obtenidos en las secreciones de los
animales negativos mas 2 desvios estandar (linea punteada).

4.3.1.3. Capacidad neutralizante de los anticuerpos séricos

Cabe remarcar que los TNV de los sueros de todos los animales vacunados a los 38
dpv, es decir antes de la tercera inmunizacién, eran negativos (TNV<0.9). Los
anticuerpos generados por las dos inmunizaciones de las vacunas no eran capaces de
generar anticuerpos de calidad para neutralizar 100DICTs, de VFA O1Campos. Por ello,
y con el propodsito de evaluar si es necesaria una tercera dosis, es que se realiza una

evaluacion comparativa entre los dos experimentos.
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4.3.1.4. Evaluaciéon comparativa de calidad de anticuerpos entre Experimento 1 y

Experimento 2

En ambos experimentos, a los 38 dpv, los anticuerpos séricos a-VFA generados por
las vacunas no lograban neutralizar 100DICTsy del VFA O1Campos. Por lo tanto, se
realizo el ensayo alternativo para detectar la capacidad de neutralizar unidades virales
de los sueros de los animales del Experimento 2.

Como se puede observar, en el Experimento 1 el porcentaje promedio de
neutralizacion del VFA fue 17+9 % para los sueros de los animales del grupo Bouky2T3a
y 27+11 % en sueros de los animales pertenecientes al grupo B(ouk)aT3a luego de dos
inmunizaciones a los 38 dpv, v sin diferencia significativas entre dichos grupos (Figura
4.10A), pero si las hay con respecto a los sueros controles negativos.

En el Experimento 2, analogamente se observa que luego de dos inmunizaciones,
a los 38 dpv, los porcentajes de neutralizaciéon promedios son similares al Experimento
1, siendo 29+3 % de VFA neutralizado para los sueros del grupo B(oic)2Tve1 Y 2610 %

en los sueros del grupo BoicysTver (Figura 4.12).
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Figura 4.12 - Porcentaje de VFA O1Campos neutralizados por anticuerpos de sueros de animales
vacunados. (A) Experimento 1: %VFA OlCampos neutralizado por anticuerpos inducidos por las
vacunas B(ouk)2T3a 0 B(ouk)aT3a a los 38dpv (2 dosis de vacuna). (B) Experimento 2: %VFA O1Campos
neutralizado por anticuerpos inducidos por las vacunas B(ouk)2T3a 0 Biouk)aT3a a los 38dpv y a los 44dpv
(2 y 3 dosis de vacuna, respectivamente). (C) %VFA O1Campos neutralizado por anticuerpos inducidos
por la vacuna comercial. Sueros diluidos 1/8 incubados con diferentes diluciones de suspensién viral
(dilucidn final de suero 1/16). (***,p<0.001).

Por lo tanto, la falta de TNV y los bajos porcentajes de neutralizacién viral en los

animales, comparables en ambos experimentos, sugirieron la aplicaciéon de una tercera
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dosis de vacuna en el Experimento 2, con el objetivo de mejorar la capacidad
neutralizante de los anticuerpos de los animales inmunizados.

Exitosamente, la capacidad neutralizante de los sueros aumento significativamente
a los 44 dpv luego de la tercer vacunacion (Figura 4.10B), porcentajes comparables con
los obtenidos cuando el ensayo se realizé con sueros de animales que recibieron vacuna
comercial (Figura 4.10C). Adicionalmente, antes del desafio se realizé un ensayo para
calcular los TNVs de cada animal y evaluar si estos sueros eran capaces de neutralizar
las 100DICTs luego de la tercera vacunacion.

Como se observa en la Tabla 4.5, a los 32 dpv los sueros de los animales
presentaron un IN promedio de 1,5+0,2 para el grupo BoicyTwe: Y 1,3+0,3 para
Bo1c)2Tve1, pero los TNV fueron negativos. Sin embargo, a los 44 dpv, todos los animales
mostraron TNV distintos pero positivos (>1.2) (OIE, 2017) contra VFA O1Campos
(Tabla 4.8), y a su vez el titulo promedio del grupo BoicyaTver, 1.7£0.3, fue
significativamente mayor que el titulo promedio de los animales del grupo Boic)2Tver,
1.38+0.05.

TABLA 4.5 - Titulos e indices de seroneutralizacion viral de los animales vacunados con los
péptidos B(o1c)2Tve1 0 B(oicjaTve1

IN? (32 dpv) TVNP (32 dpv) TVN (44 dpv)
Ol1Campos O1Campos O1Campos
Grupo Animal Individuales Promedio Individuales Individuales  Promedio
n°256 1,50 <0,9 1,35
n°257 1,33 <0,9 1,40
Bioic)2Tver  n°264 1,33 1,5+0,2 <0,9 1,30 1,3840,05
n°267 1,67 <0,9 1,40
n°268 1,77 <0,9 1,43
n°253 1,50 <0,9 1,20
n°263 0,30 <0,9 1,65
BioicaTver  n°266 1,67 1,340,5 <0,9 1,80 1,740,3
n°270 1,50 <0,9 2,00
n°271 1,67 <0,9 1,97
Negativos n°254 0,00 ) <0,9 <0,9 <0,9
n°261 0,30 <0,9 <0,9

a) IN: indice de neutralizacién viral (logio) para VFA O1Campos
b) TNV: titulo de neutralizacidn viral para O1Campos a los 32 dpv o0 44 dpv
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4.3.1.5. Capacidad opsonizante de los anticuerpos inducidos por los péptidos
dendriméricos

Existen otras caracteristicas, ademas de la capacidad neutralizante, que son
importantes al momento de evaluar la competencia de eliminar el VFA en los animales
vacunados. A pesar de ser los anticuerpos neutralizantes claves para resolver la
infeccidén, existen reportes que indican que la importancia de los anticuerpos tal vez
radica en la habilidad de opsonizar mas que de neutralizar las capsides. Los macrofagos
poseen una alta capacidad fagocitica y se ha reportado que pueden fagocitar y destruir
al VFA, especialmente cuando estad opsonizado por anticuerpos especificos (Quattrocchi
etal., 2011; Quattrocchi et al., 2014). Entonces, para evaluar la capacidad de opsonizar
la capside del VFA se realizé un estudio de opsonofagocitosis al tiempo pre-desafio de
ambos experimentos.

En el Experimento 1, al tiempo predesafio (38 dpv), el porcentaje promedio de
opsonofagocitosis fue de 17+5% en muestras de animales del grupo Bouk)2T3a Y 15+2%
para los animales del grupo B(ouk)4T3a. LOS niveles de opsonofagocitosis hallados fueron
similares a los encontrados cuando se utilizé para el ensayo los sueros de los animales
controles negativos (18+2%). Sin embargo, en el Experimento 2, a los 44 dpv, los
niveles promedios de opsonofagocitosis fueron mayores que en el experimento anterior
con valores de 24+11% para los animales del grupo B(oic)2Tve1 Y 31£14% para los del
grupo Boic)aTve1. Estos valores si fueron mayores a los encontrados en los animales
controles (13+1%). Concluyentemente, se calculd un corte de opsonofagocitosis (valor
medio del nivel de opsonofagocitosis mas 2 desvios estandar con 5 sueros libres de
anticuerpos contra VFA) y sélo los valores de los sueros del Experimento 2 fueron

mayores que dicho sitio corte de fagocitosis basal (Figura 4. 13).
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Figura 4.13 — Porcentaje de VFA O1Campos opsonofagocitado. Células de la linea
BoMac fueron incubadas virus VFA marcado con FITC. El VFA-FITC se incubd
previamente con sueros de los animales vacunados de ambos experimento al tiempo
pre desafio. Las células fueron adquiridas en un citdmetro de flujo, y los resultados
expresados como el porcentaje promedio de células BoMac VFA-FITC'. El corte de
opsonofagocitosis positiva fue calculado como %células VFA-FITC* con cinco sueros
libres de anticuerpos contra VFA, mas 2 desvios estandar.

Notablemente, cuando los sueros fueron analizados de manera individual, 40%
(2/5) de los animales del grupo Boic2Tver Y 80% (4/5) de los animales del grupo
B(o1c)aTve1 Mostraron opsonofagocitosis positiva, mientras que en el Experimento 1 solo
25% (1/4) animales en el grupo Bouk)2Tsa Y ninguno del BoukysTsa presentd

opsonofagocitosis positiva.
4.3.1.6. Evaluacion de presencia de anticuerpos contra proteinas no estructurales

Por otro lado, se evalud al igual que las vacunas anteriores si eran vacunas DIVA,
capaces de diferenciar entre animales vacunados e infectados. Se analizaron los sueros
de los animales a los 44 dpv, en el ELISA comercial PrioCHECK® FMDV NS.

No se detectaron anticuerpos contra la poliproteina no estructural 3ABC en los
sueros de los animales vacunados, por lo que se confirma que estas vacunas son DIVA,

y de infectarse con el virus podran diferenciarse.
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4.3.2. Evaluacién de la respuesta inmunitaria celular inducida por los nuevos

péptidos dendriméricos

Con el fin de estudiar la respuesta inmunitaria celular especifica inducida por las
vacunas al tiempo pre-desafio (44 dpv) se realizé el aislamiento de CMNs con el método
de aislamiento por gradiente de densidad Ficoll-Paque Plus®. Luego de ser re
estimuladas “in vitro” con antigeno viral inactivado y purificado (VFAI), con los péptidos
tanto lineales como dendriméricos, se midid la respuesta linfoproliferativa y la

produccion de la citoquina proinflamatoria IFN-y.

4.3.2.1 Evaluacion de la linfoproliferacion de linfocitos de memoria a los 44 dpv

Para el ensayo de linfoproliferacion, se midié la marca intracelular de CFSE de las
células proliferantes (Tabla 4.6). A los 44 dpv, cuando las CMNs de los animales
pertenecientes al grupo Boic)2Tve1 Se estimularon con Ag-Boic)2Tve1 0 Ag-BoicyaTvei,
80% de los animales mostro proliferacion especifica positiva (%proliferacion CFSE
especifica >4). Solo CMN de los bovinos n°256 y n°257 presenta proliferaciéon positiva
con Ag-epitope Typ1 Y Ag-epitope Boic), al igual que el animal n®264 para este ultimo
antigeno. En estas condiciones experimentales, las células del animal n°268 mostraron
una respuesta proliferativa positiva contra VFAIi. Por otro lado, el animal n°267 no
mostrdé respuesta a ningun estimulo. Entre el 100% y el 80% de los animales
pertenecientes al grupo B(oic)4Tver Mostrd proliferacion especifica cuando las células se
estimularon in vitro con Ag-B(o1c)2Tve1 0 Ag-B(o1c)4Tve1 respectivamente; solo las células
de los bovinos n°263 y n°271 proliferaron frente al re estimulo con Ag-epitope Typ: Y
Ag-epitope B(o1c), al igual que el animal n®270 para este ultimo antigeno. En este grupo,
ninguno de los animales respondié contra VFAI. Por otro lado, las CMNs de los animales

de controles negativos no respondieron a ninguno de los antigenos peptidico.
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TABLA 4.6 — Respuesta linfoproliferativa de animales vacunados
% proliferacion CFSE positiva
Antigenos
Grupo Animal Bioic2Twer  BioicjaTver  Epitope Typs  Epitope Byosg VFAI

n2256 11,6 8,7 53 71 1,0
ne257 151 15,7 20,2 134 1,0

B(oic2Tver  n° 264 4,2 5.2 2,9 6,7 3,7
ne 267 1,5 1,0 1,0 1,0 1,0

ne 268 6,6 1,5 1,0 3,8 43

ne 253 5,6 3,1 1,9 2,2 1,0

n°263 108 12,2 11,6 10,9 1,0

BioicyaTve1  ne 266 7.7 6,7 1,0 2,4 1,1
ne 270 9,2 3,9 1,4 8,7 9,7

ne 271 3,8 9,5 5,8 13,7 3,3

. ne 254 2,9 1,5 3,0 3,0 2,8
Negativo o561 1,1 1,0 1,4 1,2 1,0

Proliferacién especifica de CMNs de animales vacunados medida por marcacién con
CFSE. Los resultados se expresaron como % de proliferacion CFSE positiva. Las CMNs se
estimularon con medio solo, con los péptidos dendriméricos Boic)2Tve1 0 BoicjaTve1, © CON
los péptidos lineales Typ; 0 Boiq). El sitio de corte se calculé como el promedio del
porcentaje de células CFSE positivas a los 0 dpv para todos los antigenos mas 2 desvio
estandar. Los valores de % proliferacién CFSE positivas se encuentran subrayados (>4)

4.3.2.2. Evaluacion de la secrecion de IFN-y por parte de las CMNs de los animales

vacunados

En cuanto a la secrecion de IFN-y, luego que las CMN de los animales sangrados a
los 44 dpv fueran estimuladas con los antigenos por 72hs, se realizé un ELISA captura
para detectar dicha citoquina. Los resultados, detallados en la Tabla 4.7, mostraron que
el 80% de los animales pertenecientes al grupo B(oic)2Tve1 0 €l 100% de los animales
del grupo Boic)aTve1 presentaban niveles positivos de IFN-y secretado comparando con
sus estados pre-inmunizacién, al re estimular las células con alguno de los péptidos
dendriméricos. Notablemente, las células de los animales n°256, n°264 (Boic)2Tve1) Y
n°263 (Boic)aTvr1) secretaron altos niveles de IFN-y aun en ausencia de un antigeno
especifico. Los animales n°256 y n°264 del grupo Boic)2Tver Y N°263 y n°271 del grupo
Boic)saTvpr Mostraron secrecion especifica (mayor a la secrecién sin antigeno) de IFN-y

frente al re estimulo con Ag-VFAI. En cuanto a los péptidos lineales se observé secrecion
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de IFN-y en los sobrenadantes de las CMNs de los animales n°256, n°257 (Bo1c)2Tvr1)
y n°270 (Boic)aTve1) al enfrenarlas con el Ag-epitope Typs, Y frente al Ag-epitope B(oic)
los animales n°256, n°257, n°264 (B(oic)2Tve1) Y los animales n°253, n°270, n°271
(B(o1cyaTve1). Por Ultimo, los animales controles negativos presentaron bajos niveles de

IFN-y frente a todos los antigenos, considerado como nivel basal.

TABLA 4.7 - Secrecion de IFN-y de la CMNs aisladas de sangre periférica de
animales vacunados a los 44 dpv

IFN-y (ng/ml)
Antigenos

Grupo Animal Bo102Tver  BioigaTver  Epitope Tve:  Epitope Bioig VFAI

n2256 23,6 16,2 11,7 17,6 2,2
ne257 138 14,9 8,8 11,7 0,1
Bioic)2Tver  n2 264 2,1 1,6 0,1 33 3,1
ne 267 0,7 0,4 0,3 0,7 0,1

ne 268 1,3 1,1 0,7 0,6 0,7

ne 253 15 1,4 0,1 2,6 0,1

ne 263 8,8 6,6 0,1 0,1 11,0
B(oicyaTver  ne 266 2,1 4,6 0,6 0,8 0,6
ne 270 2,4 1,1 1,2 1,4 ]

ne 271 4,6 3,5 0,3 2,7 2,6

_ ne 254 0,1 0,5 0,2 0,3 0,1
Negativo o761 0,3 0,4 0,1 0,2 0,1

Secrecion de IFN-y por las CMNs de los animales vacunados luego de la estimulacién in
vitro. Los sobrenadante de 72hs de incubacién fueron testeado por ELISA captura para la
citoquina mencionada. Los resultados fueron expresados en ng/ml, interpolando DO de los
sobrenadantes en una curva estandar lograda con la citoquina recombinante. El sitio de
corte fue calculado como el promedio de la secrecién de IFN-y por las CMNs de los animales
alos 0 dpv mas 2 desvios estandar. La secrecién de IFN-y considerado positivo se encuentra
subrayado (>1.1 ng/ml)

Finalmente, todos los animales mostraron altos niveles tanto para linfoproliferaciéon
(valor promedio: 83% proliferacién CFSE positiva) como para secrecion de IFN-y (valor
promedio: 32 ng/ml) al enfrentar sus células con el mitogéno, concanavalina A, utilizado

como control positivo.
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4.3.3. Evaluacién de proteccién frente al desafio con VFA O1Campos en bovinos

vacunados con los huevos péptidos dendriméricos B(oic)2Tve1 © B(oicya Tver

A los 46 dpv, los animales fueron desafiados por instilacion nasal con 10000DLs, de
VFA O1Campos; y por un periodo de 7 dias se les realizd6 un seguimiento clinico para
registrar el tiempo de aparicion de lesiones. A los 7dpi, ningin animal vacunado
presentd lesiones en ninguna de sus patas; es decir todos los animales del Experimento
2 estaban protegidos a la generalizacion podal (Tabla 4.7).

TABLA 4.8 — Puntaje clinico y proteccion de los animales vacunados con los péptidos
dendriméricos B(oic)2Tvps © BoicjaTver luego del desafio viral

Puntaje clinico® Proteccion®
3dpi 4dpi S5dpi 6dpi 7dpi

Grupo  animai F(°C) L P F(°C) L P F°C L P FC L P FC) L P C

n°256 392 0 0 392 0 0O 390 0 O 390 0 O NR - - PGP

n257 377 0 O 389 0 O 392 0 0 400 O O NR 1° - PGP

BowaTves N°264 387 0 0 392 0 0 392 0 0 392 0 0 NR 1 - PGP

n°267 390 0 O 393 0 O 389 0 O 387 0 0O NR - - PGP

n268 387 0O O 392 0 O 387 0 O 387 0 O NR - - PGP

n253 380 O O 384 0 O 385 0O O 386 0 0O NR - - PGP

n°263 392 0 0 392 0 0 391 0 O 390 0 0O NR - - PGP

BowaTves N°266 389 0 0 395 0 0 394 0 0 394 0 0 NR - - PGP

n270 382 0 O 395 0 0O 390 0 O 385 0 O NR - - PGP

n271 388 0 O 393 0 0 392 0 0 387 0 0O NR - - PGP

. n°254 401 0 1 399 1 4 395 1 4 389 1 4 NR 1 4 NP
Negativo

n°261 409 1 2 405 1 4 404 1 4 395 1 4 NR 1 4 NP

a) Puntaje clinico luego del desafio (dpi; dias post infeccion) determinado como ndmero de patas con
lesiones y la presencia de vesicula en lengua o cavidad oral
(F) Deteccion de temperatura rectal, fiebre mayor a 39.52C
(L) Lesién en lengua y/o cavidad oronasal (presencia de lesion=1 ausencia=0)
(P) Lesion en patas (1 punto por cada pata afectada)

b) (C) Clasificacién de proteccion luego de revisién exhaustiva el dia de la necropsia (7dpi)
(PGP) Animales con ninguna lesidon en las patas se consideran protegidos a la generalizacion podal.
(PP) Animales con un retraso en la aparicion de signos de la enfermedad se consideran parcialmente
protegidos
(NP) Animales con lesiones en las patas antes de los 7dpi se consideran no protegidos. Curso de la
enfermedad equivalente al animal control negativo

c) Confirmacion por RT-PCR de la presencia de virus en epitelio de lesiones dudosas de lengua (proteina
no estructural 3D)
NR =no registrada
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Como se puede observar, sélo a dos animales del grupo Bo1c)2Tve1 (@animales n°257
y N°264) se les detectd una vesicula en sus lenguas como signo de la enfermedad al dia
de la necropsia (7dpi). Para confirmar la presencia del virus en dichas lesiones, que
resultaron dudosas al momento del registro, se realizd una RT-PCR de la proteina no
estructural 3D. Ambas lesiones resultaron positivas para el VFA (dato no mostrado) a
los 7dpi; sin embargo, es valido remarcar que la proteccion a la generalizacion podal
fue alcanzada en este grupo, y mas aun en el grupo Boic)+Tvp1 NO Se registré en ninglin

momento del monitoreo signos de la enfermedad.

Adicionalmente, se observd una diferencia en el aspecto de las lesiones de los
animales vacunados con péptidos con respecto a las lesiones observadas en los animales

controles (Figura 4.14).

p— |

Figura 4.14 — Comparacion de lesiones en lengua de los animales vacunados y
animal control. (A) Lengua de animal completamente protegido sin lesidon en
lengua (n2267). (B) Lesion en lengua de animal n2257. (C) Lesion en lengua de
animal n2264 (D) Lesidn en lengua y proceso de reconstrucciéon de epitelio del
animal control negativo n2254.
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Los animales controles negativos, a los 7dpi, presentaban un proceso de
regeneracion del epitelio avanzado, mientras que en los animales vacunados las

lesiones eran caracteristicas de etapas tempranas de infeccion.

Finalmente, los controles negativos presentaron lesiones tipicas de la enfermedad
en la lengua y/o patas a los 3dpi, alcanzando a los 7dpi el puntaje de signos clinico

maximo.
4.3.3.1. Evaluacién del VFA provenientes de las lesiones de los animales vacunados

Con el fin de dilucidar si existié una presion de seleccion por los anticuerpos y un
posterior escape viral en los animales que presentaron una lesién en la lengua a los
7dpi, se realizdé un RT-PCR a partir de los macerados de los epitelios. Posteriormente,
se secuencio un fragmento de aproximadamente 780pb de la proteina VP1 que contenia

la secuencia correspondiente al epitope B(oic) (Figura 4.15).

Lesion 257 Lesion 264

1 2 4 5

Purificacion productos
de PCR
(ADN Illustra™ GFX™)

4

Secuenciacion de
fragmento de 780pb VP1

Lesion 257 — AGG TAC AGC AGA AAT GCT GTG CCC AAC GTG AGA GGT GAC CTT CAG GTG TTG GCT CAA AAG GTG GCA CGG ACG CTG CCT
R YSRNAVPNV RGDLQVLAQKVARTILFP
Lesion 264 — AGG TAC AGC AGA AAT GCT GTG CCC AAC GCG AGA GGT GAC CTT CAG GTG TTG GCT CAA AAG GTG GCA CGG ACG TTG CCT
R YSRNAVPNARGDLOQVLAQKVARTILFP

SOIE:PWI R Y S R NAVPNV RGDLQVLAQKVARTILP

Figura 4.15 - Productos de RT-PCR VP1 en epitelios de lesiones dudosas y
secuenciacion. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de RT-PCR VP1
del VFA provenientes de lesiones de los animales n°257 (calles 1y 2) y n°264 (calles
4y 5). En la calle 3 el marcador de peso molecular “Ladder 100pb” (UNQ) y en la
calle 6 control negativo de amplificacion. Resultados de la secuenciacidn de cada
lesion y la traduccion a los correspondientes aminoacidos. Detallada en el recuadro
azul la secuencia del epitope B(oic) de la vacuna.
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La secuencia amplificada y secuenciada proveniente del VFA en la lesiéon del animal
n°257, no mostré cambio en la secuencia de nucledtidos y por lo tanto la secuencia de
aminoacidos se mantuvo igual a la secuencia de residuos del epitope Bo1c) presente en
la vacuna. Por otro lado, la secuencia del VFA de la lesién del animal n°264, mostrd 2
cambios nucleotidicos que produjeron dos mutaciones por sustitucion de base; la primer
mutacion transicional (T—C) sustituyd una valina por una alanina en la posicion -1 del
RGD, y la segunda también una mutacion transicional (C—T) pero que dio como

resultado una mutacion silenciosa.
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5. DISCUSION

En los paises ganaderos, la FA es una de las enfermedades de mayor preocupacion
y vigilancia, por sus graves consecuencias econémicas en caso de aparicion de brotes.
Esta enfermedad es endémica en casi todos los paises en desarrollo, grandes areas de
Africa, Asia y Sudamérica, y por su alta transmisibilidad es capaz de cruzar fronteras
internacionales y causar epidemias. Las caracteristicas del virus, como su amplio rango
de hospedadores, la capacidad de infectar en bajas dosis, rapida tasa de replicacién,
altos niveles de excrecidon y sus multiples formas de transmitirse, hacen de la FA una
enfermedad dificil y costosa de erradicar. Los paises libres de FA toman grandes
precauciones para evitar la entrada del virus y en consecuencia, esta es una de las
enfermedades que impone mayores restricciones al comercio internacional de animales

y sus productos.

Actualmente, las estrategias de prevencion de la FA en la Argentina se centra en la
vacunacion sistematica compuesta por 2 campafias anuales para los animales de las
categorias etarias menores o 1 campafia anual para las vacas y toros; mientras que las
estrategias de control para limitar la dispersién de la enfermedad en caso de un brote
incluyen, la restricciéon del movimiento de los animales, el sacrificio (rifle sanitario) de
animales infectados o expuestos y luego desinfeccion del area, y la vacunacion en anillo
de animales circundantes al brote con virus inactivado quimicamente (implementado

luego del brote de Europa en 2001).

Las vacunas inactivadas han resultado muy eficaces en la lucha contra la
enfermedad. Sin embargo, con el objetivo de suspender el uso de virus vivo durante el
proceso de produccién de la vacuna, se busca desde hace varios anos inmundgenos
alternativos para reemplazar al VFA en dicha formulacion. Entonces, el principal motivo
que alienta el desarrollo de vacunas alternativa es evitar el cultivo del virus de la FA,

tanto por el riesgo de escape como por lo costoso de las instalaciones requeridas con
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Bioseguridad de nivel 4 OIE. A esto se suma la necesidad de poder diferenciar con
rapidez animales infectados de vacunados, en especial en los paises que vacunan
sistematicamente y/o que tienen campafias activas de erradicacion, pero también en
paises libres altamente susceptibles a brotes. Por ejemplo, durante el brote de Reino
Unido del 2001, se considerd la utilizacién de una vacuna de “emergencia” para la
vacunacion en anillo de los animales; sin embargo, no se implementé por miedo de
encubrir animales infectados y prolongar el periodo en que las exportaciones de ese pais
se restringieron. Para ese entonces, las condiciones que debian cumplir los paises para
recuperar el estatus “libre de FA sin vacunacion” luego de una vacunacion de
emergencia no eran precisas, ya que esta practica no estaba incluida en el Manual
Terrestre de la OIE. En particular, los paises que habia utilizado esta estrategia para
controlar la enfermedad debian esperar entre 12 meses, 2 afios 0 mas, para recuperar
su estatus, dependiendo de como se interpretara el Codigo Sanitario de Animales
Terrestres de la OIE. En consecuencia, en mayo del 2002, el Cddigo fue revisado y
modificado en la Sesidon General de la OIE, resultando ahora mas explicitos en las
condiciones para recuperar el estatus luego de un brote y con la incorporacién del test
DIVA. Los paises que utilizan la vacunacion de emergencia pueden recuperar su estado
libre de enfermedad después de seis meses, siempre que se realice de manera continua
la prueba de proteinas no estructurales en la vigilancia serolégica. Esta reduccién en el
tiempo de espera para la recuperacion del estatus, disminuye el impacto sobre las

exportaciones, haciendo el uso de la vacunacién mas aceptable.

Los péptidos sintéticos representan candidatos seguros y eficaces para ser usados
como vacuna contra la FA. Entre las ventajas se destacan su facil almacenamiento,
transporte y distribucién, purificacion, analisis y caracterizacion, y la posibilidad de
diferenciar animales vacunados de infectados de manera simple. En el caso de la vacuna
convencional, para lograr la diferenciacién de animales, es condicién absoluta la

purificacion maxima de la cdpside viral, sin contaminacién de las proteinas no
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estructurales; mientras que las vacunas a péptido sintético son ideales para alcanzar
facilmente este propdsito. Los péptidos dendriméricos de ambas experiencias mostraron
inducir una eficiente respuesta seroldogica con altos niveles de anticuerpos contra los
epitopes presentes en la vacuna, y presumiblemente no inducen anticuerpos contra la
proteina NS 3ABC, permitiendo diferenciar a los animales vacunados de infectados. Esta
determinacion podria optimizarse si se utilizard como método de diagnostico diferencial
un ELISA que se basard en alguna secuencia peptidica o proteina perteneciente a la
capside viral, y que no esté presente en la formulacién de las vacuna dendriméricas.
Las vacunas evaluadas soportan esta estrategia, ya que se podria utilizar para el
diagndstico, cualquier proteina estructural del virus (por ejemplo, la proteina VP2 o VP3)
mas inmunogénicas que las proteinas no estructurales y cuyas respuestas humorales
se detectan entre 5 y 10 dias antes que la respuesta de anticuerpos contra las proteinas

NS (Bruderer et al., 2004).

Otra importante ventaja de estas vacunas peptidicas completamente sintéticas, es
la posibilidad de modificar rapidamente la formulacién o secuencia de los péptidos
vacunales. Estas vacunas estan disefiadas racionalmente, de modo que permiten la
rapida adaptacion a los cambios antigénicos detectados en aislamientos virales
causantes de brotes en paises libres de la enfermedad o la inclusién de determinantes
antigénicos de serotipos no presentes en la vacuna y que comienza a circular por la
poblacion susceptible. Esto es una ventaja tanto para los paises libres de la enfermedad
como para los paises endémicos; en estos Ultimos, se suele utilizar vacunas polivalentes
para controlar la enfermedad, y esta estrategia de mejoramiento permitiria tener
disponible en poco tiempo una vacuna que logre adecuarse a los requerimientos
especificos de la zona. Por procedimientos convencionales este proceso requeriria el
crecimiento del virus para obtener un stock de semillas y su ampliacién en cultivos
celulares para obtener suficiente cantidad de virus para las dosis de vacuna requeridas.

Sin embargo, la sintesis de los péptidos dendriméricos es sencilla y estd automatizada,
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obteniendo una vacuna optimizada de manera rapida y facil. Adicionalmente, un aspecto
importante de las vacunas peptidicas es que no necesitan una cadena de frio para el
transporte y almacenamiento al estar liofilizadas, como si la requiere la vacuna
convencional actual. Esta es una ventaja significativa ya que simplifica la logistica de

vacunacion.

Sin embargo, el éxito en el desarrollo de vacunas peptidicas se ha limitado
principalmente por las dificultades asociadas con la estabilidad in vivo, pobre
inmunogenicidad de péptidos lineales, y por el polimorfismo del CMH de la especie
huésped (Leclerc, 2003; Rowlands, 2004). Sin embargo, se ha demostrado
fehacientemente que la presentacion ramificada y de multiples epitopes B unido a un
epitope T, es ventajoso sobre simple yuxtaposicién lineal de estos epitopes (Cubillos et
al., 2012; Cubillos et al., 2008)) alcanzando respuestas inmunitarias humorales y
celulares efectivas contra diversos patdégenos de importancia sanitaria (Cubillos et al.,

2008; (Tarradas et al., 2011).

Para aquellos sistemas virales, como el VFA, de los que se dispone de informacion
precisa sobre la localizacién de los sitios antigénicos, es posible abordar la construccién
de vacunas basadas en la utilizacién de péptidos sintéticos correspondientes a dichos
sitios. El grupo de investigacion liderado por la Dra. Blanco, reportd proteccion completa
en cerdos, contra el desafié viral con VFA luego de la vacunacién con péptidos
dendriméricos. En una primer etapa, se alcanza la proteccion cerdos vacunados con un
péptido dendrimérico conformado por 4 copias de un epitope B (sitio A, VP1)
perteneciente al serotipo C-S8c1 vy el epitope T (3A, residuos 21-40) (Cubillos et al.,
2008), y en una segunda etapa, con un péptido dendrimérico conformado por 2 copias
de un epitope B (sitio A, VP1) perteneciente al serotipo O/UK 11/01 y el mismo epitope
T (Blanco et al., 2016). Por lo tanto, esta eleccion de multimerizacidon de epitopes B,
que estan unidos a un epitope T, ha mostrado aumentar la eficiencia de activacion del

sistema inmunitario. Por ende, se ha decidido probar estos péptidos dendriméricos en
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bovinos con el objetivo de lograr una respuesta inmunitaria ampliamente reactiva contra

el VFA, similares a las observadas en los cerdos exocriados.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo de tesis fue en un primer
experimento evaluar la proteccién frente a VFA O1Campos de una vacuna peptidica
dendrimérica disefiada a partir de las secuencias de VFA O/UK 11/01 que habia
resultado exitosa en cerdo; y en un segundo experimento emplear estrategias capaces
de incrementar la inmunogenicidad y proteccion inducida por nuevos péptidos

dendriméricos para ser utilizados como vacuna y alcanzar la proteccion de los animales.

5.1. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD Y CAPACIDAD PROTECTORA DE LAS

VACUNAS BASADAS EN EL VFA O/UK 11/01 (Experimento 1)

En esta seccion de la tesis se reportd por primera vez la utilizacion de péptidos
dendriméricos como vacunas candidatas en la inmunizaciéon experimental de bovinos.
Se ha demostrado que tanto B(ouk)aT3a cOmMo su version reducida Bouk)2Tsa inducen
respuestas similares. Se observo una alta respuesta humoral contra los péptidos y
cuyos anticuerpos eran capaces de reconocer a la capside viral. Sin embargo, la
capacidad neutralizantes de los mismo frente a VFA O1Campos fue baja y solo fueron
capaces de neutralizar cantidades menores de 100DICTsq del virus; por lo tanto no fue
posible calcular un titulo neutralizante para ninguno de los animales contra esta cepa
viral. Igualmente, varios estudios han revelado que no existe correlacién entre
inmunoproteccién vy el titulo de neutralizacién viral que alcanzan los animales. En este
punto, McCullough y colaboradores (1992a) han demostrado que algunos animales con
un TNV insuficiente se encuentran protegidos luego del desafio, mientras que otros con
altos TNV desarrollaron lesiones en sus patas luego de la exposicién con el virus.
Especificamente, un 65% de los animales inmunizados con vacuna comercial resultaron
protegidos al desafio experimental y mostraban un TNV entre 0,6 y 1,2, es decir un TNV

negativo. Esto indica que existen otros mecanismos ademas de la neutralizacion de VFA
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que juega un papel importante en la proteccidon y eliminacién del virus “in vivo”,
considerando preciso continuar el experimento hasta el desafio. Por otro lado, cuando
se analizo la capacidad neutralizante frente a O/UK se logré detectar TNV aunque estos
eran bajos. No obstante, esto indicaria que los péptidos fueron capaces de generar
anticuerpos neutralizantes contra el virus en el cual esta basada la secuencia antigénica

del epitope B(ouk).

A pesar de detectar presencia de anticuerpos con actividad anti-VFA en los sueros
de los animales vacunados, ninguno de ellos consiguid proteccion completa frente al
desafio con VFA O1Campos. Sin embargo, si se observo una proteccion parcial en
algunos de los animales (sin distincidon entre grupos) ya sea por la severidad de la
enfermedad o el retraso en la aparicién de lesiones. Entonces, tanto Bouk)2Tsa COMO
B(oukyaT3a, Mostraron diferentes respuestas inmunitarias y proteccion en los animales
vacunados. Por un lado, los animales n°44 (Bouk)2T3a) Y N°36 (Bouk)aT3a) €stuvieron
protegidos frente a la generalizacién podal; y por el otro los animales n®170 (Bouk)2T3a)
y n°431 (B(oukyaTsa) mMostraron un retraso en el comienzo de la enfermedad. Estos
animales parcialmente protegidos, mostraron respuestas positivas humorales y
celulares tanto contra los péptidos como al VFA. Estos animales tenian altos titulos de
anticuerpos anti-VFA O1l1Campos medido por ELISA con una baja capacidad
neutralizante y TNV positivos contra O/UK (TNV>1.2). Los animales que estaban
protegidos frente a la generalizacién podal, mostraron linfoproliferacion positiva no solo
frente a los péptidos dendriméricos sino también frente al epitope Tza. Otro pardmetro
a destacar de estos 2 animales, sin lesiones en las patas, es la deteccion de IgA anti-
VFA en la mucosa nasal. Esto sugiere que los animales que manifestaron parametros
inmunoldgicos mas reactivos tanto contra los péptidos dendriméricos como contra VFA
contaban con un mejor estado inmunoldgico para enfrentar la infeccidon. Todos aquellos
animales que mostraron una respuesta celular o humoral moderada no lograron

alcanzar la proteccion. Los animales n°168 (B(ouk)aT3a), N°164 y n°166 (Bouk)2T3a)
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mostraron una respuesta de anticuerpos contra VFA solo después de la segunda
vacunacion y sus TNV contra O/UK fueron menores a 1.2 (excepto el animal n°166).
Las respuestas celulares contra los péptidos también fueron bajas, y no se observo
respuesta frente al epitope Tsa. Por lo tanto, la falta de coexistencia de respuestas
positivas en estos animales fundamenta la ausencia de una respuesta inmunitaria

protectora contra el desafio viral.

Claramente, el epitope Ts,, inmunodominante para cerdos presente en Bouk)2T3a Y
B(oukyaT3a, NO €S una secuencia reconocida de manera promiscua por los linfocitos T
bovinos, por lo que la respuesta inmunitaria fue heterogénea entre los animales. En
consecuencia, solo unos animales respondieron de manera eficiente tras la vacunacion
con los péptidos dendriméricos. En las Ultimas dos décadas se ha investigado
intensamente para identificar epitopes de células T bovinas en el VFA, sin embargo, el
conocimiento de la restriccion de CMH y los residuos de anclaje de estos epitopes aun

es escaso (Gerner et al., 2009; Glass, 2004).

La ruta de entrada del VFA, los sitios de replicacion, los sintomas asociados vy
respuestas inducidas difieren entre especies. Los bovinos son altamente susceptibles al
VFA, y el virus casi siempre entra a través de la via respiratoria. Mas aun, los tejidos de
las vias respiratorios superiores, el paladar blando y faringe, han sido identificadas como
sitio de replicacion y persistencia del VFA en estos animales (Zhang y Alexandersen,
2004; Zhang y Kitching, 2001). Entonces, luego del desafio viral por instilaciéon nasal,
se estudié la respuesta humoral en los ganglios de la via respiratoria para poder
evidenciar el avance del virus en el animal y caracterizar su respuesta. Se seleccionaron
aquellos linfonddulos que habian sido reportados como mas reactivos y que drenan los
sitios donde se focaliza la replicacién del VFA, para poder asi determinar los diferentes
perfiles de respuesta en el desparejo repertorio de proteccion. Se analizé la induccién

de CSA-VFA a los 7dpi, y se detecté una respuesta diferencial en los distintos
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linfonddulos estudiados en los animales vacunados. Los animales parcialmente
protegidos y protegidos a la generalizacidon podal no presentaron CSA-VFA en el TBL,
linfonddulo de la via respiratoria inferior, y en general el nimero de CSA-VFA totales
presente era escaso. Este resultado plantea la posibilidad de una restriccién para la
entrada del virus lograda por el sistema inmunitario en la via respiratoria superior,
impidiendo de esta manera la llegada del virus a dicho ganglio. Por el contrario, los
animales vacunados y no protegidos mostraron una fuerte estimulacion de las CSA-VFA
y produccion de anticuerpos (mayormente IgGl e IgM) a lo largo de toda la via
respiratoria, indicando la falta de detencidn del avance viral. La respuesta de anticuerpos
detectada en los ganglios de estos animales es comparable con una respuesta de
memoria luego del contacto con el VFA replicativo. Esto sugiere que la inmunizacion con
los péptidos generan linfocitos B de memoria especificos contra VFA, que circulan en el
sistema linfatico y que se diferencian rapidamente a CSA tras el contacto con el VFA en
los ganglios que drenan el sitio de infeccion. Por lo tanto, estos animales muestran una
fuerte respuesta de CSA-VFA, a lo largo de todo el tracto respiratorio (incluyendo el
TBL) con frecuencias de CSA aun mayores que las observadas para los animales
controles; pero que no logran frenar el avance del virus. En cuanto a los animales
controles negativos, se detectan cantidades moderadas de CSA-VFA en los tres
linfonddulos estudiados, siendo el isotipo IgM el detectado predominantemente, seguido
por IgG1l para el animal n°167. Se ha propuesto que la capside del VFA, por sus
caracteristicas estructurales, puede producir una estimulacion de los linfocitos B de
manera T independientes (Carr et al., 2013; Juleff et al., 2009) y que una infeccién viral
aguda puede resultar también en la induccion precipitada de anticuerpos de manera T
independiente. En esta respuesta extrafolicular los linfocitos B se diferencian a CSA de
manera rapida en respuesta al VFA del desafio (Pega et al., 2013), produciendo
anticuerpos de isotipos IgG o IgA de baja afinidad. Por lo tanto la respuesta de los

animales controles negativos, es consistente con un respuesta primaria frente al VFA.
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Basandonos en estos resultados, se puede concluir que la baja eficiencia de los
péptidos dendriméricos se debe, en parte, a la amplia variacion de respuesta de animal
en animal, como se muestra en los parametros analizados en esta tesis. Estas
variaciones seran mas pronunciadas cuanto mas sencillo sea la composicidén de epitopes,
ya que las células T poseen restriccion de CMH, moléculas altamente polimorficas en
una poblacion exocriada y por lo tanto el reconocimiento de epitopes puede ser muy
variable. Esto causa variaciones en las respuestas celulares y de anticuerpos entre los
individuos experimentales. Por el contrario, en los ensayos con vacunas con virus entero
inactivado estas variaciones se encuentran reducidas como resultado del gran
repertorio de epitopes antigénicos que contiene la capside viral. Los resultados de la
primera seccion de la tesis indican que la presencia del epitope Tsa no fue suficiente
para incrementar la inmunogenicidad del sitio antigénico A (Bouk)) Y conseguir una
consistente proteccion. Sélo el 20% de los animales presentd proliferacion positiva
cuando sus PBMCs se incubaron con Tsa, por lo tanto, se requiere un disefio mejorado

de la vacuna para conseguir la proteccion esperada que alcanza la vacuna convencional.

En resumen, se concluye que la baja eficiencia de los péptidos dendriméricos puede
ser originada por la diferencia de secuencia del VFA O/UK y O1Campos fracasando en
la generacion de anticuerpos neutralizantes contra el Gltimo subtipo mencionado; la
variacion de respuesta entre animales; y en la posibilidad de la falta de un epitope T
bovino apropiado. En consecuencia, se propone ensayar dos péptidos dendriméricos
nuevos con epitope B derivado de la secuencia de VP1(135-160) O1Campos (B(oic)) Y
un nuevo epitope T que habia sido reportado como inmunodominante para bovinos
(aminoacidos 21-40 de la proteina VP1, Typ;). Es decir, que se espera que un alto
porcentaje de animales sea capaz de reconocer el epitope Typ; a través de las CPA y
cargarlo en su CMH para ser presentados a las células T, reduciendo las variaciones de

respuesta entre animales.
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5.2 EVALUACION DE INMUNIDAD PROTECTORA EN BOVINOS CON NUEVOS

PEPTIDOS DENDRIMERICOS

En el Experimento 2, los nuevos péptidos dendriméricos, B(oic)2Tve1 Y B(oicyaTve1, €N
general inducen respuestas similares a las observadas con los péptidos del Experimento
1. Se observo una alta respuesta humoral contra los péptidos y cuyos anticuerpos eran
capaces de reconocer a la capside viral. Al igual que en el Experimento 1, el isotipo
predominante con accién anti-VFA encontrado en el suero fue IgG1l. Se ha reportado
que en los bovinos, los niveles de IgG1 séricos y no las IgG2 estan relacionados con la
respuestas inmunes protectoras en animales vacunados con bajos titulos de anticuerpos

anti-VFA (Capozzo et al., 1997).

En los Ultimos afios se ha logrado una mayor comprensién de la respuesta inmune
protectora contra el VFA. El brazo principal de la respuesta inmunitaria humoral efectora
contra el virus requiere tantos anticuerpos especificos que neutralicen la particula viral,
como anticuerpos que participen en la eliminacién del VFA por opsonizacion y conjunta
accion de los macréfago (Quattrocchi et al.,, 2014). Ademdas, como se menciond
anteriormente, la induccién de altos niveles de IgG1 anti-VFA esta relacionado con la
proteccién aun cuando los titulos de IgGs totales sean bajos. Esta relacion diferencial
IgG1/1gG2 (alta para animales protegidos a la generalizacién podal) estaba asociada a
la proteccion en aquellos animales que no presentaban TNV positivos (Lavoria et al.,

2012).

Las vacunas Boicy2Tver Y BioicyaTver lograron alcanzar todos estos parametros
inmunoldgicos necesarios para conseguir la proteccién, altos niveles de IgG1 especificos
de O1Campos, TNV positivos (mayores o iguales a 1,2) y niveles detectables de
anticuerpos opsonizantes que asisten a los macréfagos en la eliminacién del virus; a
diferencia de lo que sucedio6 para el Experimento 1, donde sélo se detecté predominancia

de IgG1 anti-VFA pero no eran capaces de neutralizar y opsonizar al VFA. Sin embargo,
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inicialmente la capacidad neutralizante de los mismos frente a VFA O1Campos fue baja
y solo luego de la tercera vacunacién los anticuerpos fueron capaces de neutralizar
100DICTs5p del VFA O1Campos. Esta optimizacion en la capacidad neutralizante puede
ser efecto de la maduracién de la afinidad de los anticuerpos. Se ha reportado que bajas
dosis de antigeno favorece la seleccién de mutaciones somaticas de los anticuerpos
caracteristicas de maduracion de afinidad (Gonzalez-Fernandez y Milstein, 1998). Luego
de la tercera inmunizacion con baja dosis de péptido dendrimérico, no se observd un
aumento en el titulo de anticuerpos contra el VFA, sino un incremento en la capacidad
neutralizante. Esta inmunizacion podria haber resultado en una seleccion mas estricta
de linfocitos B en los centros germinales, al aumentar la competencia de estos linfocitos
por los antigenos asociados a las células dendriticas foliculares, prevaleciendo aquellos
con mayor afinidad al antigeno; resultando en una respuesta humoral mas avida

alcanzando la neutralizacidon del VFA.

Todos los animales de este segundo experimento, con ambas vacunas, estuvieron
protegidos frente a la generalizacion sistémica del virus. No obstante, cuando se
analizaron los parametros inmunolégicos mencionados, se detectaron diferencias entre
los grupos. Asimismo, se observé una diferencia en cuanto a la proteccién general del
grupo B(oic)2Tve1, Ya que dos de los animales presentaron una lesion en la lengua en
tiempos post-desafio inusuales (7dpi). Cuando se analizé la secuencia de la region de
codificante del “loop” GH de la VP1 correspondiente al epitope B(oicy a partir del ARN
del VFA recuperado directamente de las lesiones, se observé que uno de estos animales
(n°264) mostrd una sustitucion aminoacidica en posicidn -1 del RGD. Esto podria reflejar
la seleccion de una variante viral resistente a la neutralizacion de los anticuerpos
dirigidos a ese motivo. Sin embargo, el otro animal que presentd lesion en la lengua
(n°257) no evidencid cambio aminoacidico, por lo tanto no podemos concluir
fehacientemente que esta falta en la proteccién total es debido a la emergencia de

mutantes resistente a la neutralizacién, posiblemente se debié a deficiencias en
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respuestas inmunitarias protectoras; se deben realizar mas experimentos para entender
el fendmeno. Los animales n°257 y n°264, (B(ic)2Tvei, PGP pero con lesion en sus
lenguas) desarrollaron TNV positivos contra VFA O1Campos pero relativamente bajos,
similares a otros animales del mismo grupo; sin embargo, ambos animales desarrollaron
niveles altos de IgG1 sélo luego de la segunda vacunacién. En comparacién, el animal
n°253 (B(oicyaTvei, PGP sin lesiones) presento un TNV bajo (1.2) pero a partir de la
primer vacunacion present6 altos niveles de IgG1 séricas. Por lo tanto, estos resultados
de proteccidon pueden estar asociados a la presencia de IgGl en concordancia con
resultados ya publicados (Capozzo et al., 1997). Es posible que la inmunogenicidad
optimizada por la construccion tetravalente frente a la bivalente, se base en la posicion
y mayor nimero de antigenos repetitivos que pueden inducir un entrecruzamiento en
la superficie de las células inmaduras B a través de la interaccion con las Igs de
membrana (Bachmann et al., 1993); o que la multimerizacion de epitopes promueve la
internalizacion del antigeno por las CPA (Zinkernagel, 2003). Los niveles de
opsonofagocitosis del grupo B(o1c)2Tve: fueron menores que los detectados para el grupo
BoicyaTver NO fueron significativamente diferentes. Sin embargo, los titulos de
anticuerpos neutralizantes fueron significativamente superiores en el grupo BoicyaTvpi1-

Esto podria explicar la diferencia observada en la proteccién.

El epitope bovino Typ; fue reconocido solo por el 40% de los animales vacunados
cuando las PBMCs fueron re estimuladas in vitro. Por lo tanto, en las condiciones
metodoldgicas utilizadas, el epitope Typ; No logra inducir una respuesta celular total en
las células mononucleares aisladas. No se detectd correlacion entre la respuesta celular
observada y la proteccién. Sin embargo, el nimero de animales utilizado no es
poblacionalmente representativo y no es suficiente para una validacion estadistica, a
pesar de ser equivalente a aquellos ensayos introductorios para candidatos vacunales
(Moraes et.al, 2002; Porta et.al 2013). No obstante, estos resultados indican

fuertemente que la inmunizacién de bovinos con estos nuevos péptidos dendriméricos,
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principalmente B(oic)4Tve1, pueden inducir no solo una respuesta humoral similar a la
inducida por la vacuna convencional sino también una respuesta protectora. Esta
respuesta previene la aparicion de la enfermedad en animales inmunizados,
convirtiendo a esta en la segunda vacuna peptidica exitosa en proteger a bovinos

(primer reporte de vacuna peptidica exitosa (DiMarchi et al., 1986)).

En conclusion, la utilizacion de péptidos dendriméricos como candidatos vacunales
es un enfoque altamente interesante y exitoso que debe seguir siendo explorado para
mejorar la efectividad; ya sea, seleccionando distintos y/o mas epitopes B y T;
optimizando la dosis y esquema de vacunacion para poder alcanzar los pardmetros
inmunoldgico protectores de manera mas rapida; seleccionando adyuvantes que
polaricen a respuesta de linfocitos T colaboradores hacia un perfil Th2, entre otras

posibilidades.
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6. CONCLUSIONES

Las vacunas peptidicas dendriméricas evaluadas en este trabajo de tesis:

- Inducen una eficiente respuesta serolégica especifica contra el VFA,
principalmente desde la primera vacunacién sin necesidad de estar acoplada a
una proteina portadora.

- Son vacunas DIVA; permiten la diferenciacion de los animales infectados de

vacunados a través del ELISA de NSP 3ABC utilizado en la serovigilancia oficial.

Vacunas formuladas con péptidos Bouk)2T3a Y B(oukyaT3a:

- Inducen respuestas inmunitarias especificas contra los péptidos tanto humoral
como celular similares .

- Inducen AcSN contra VFA O/UK aunque con titulos bajos. No inducen niveles de
anticuerpos neutralizantes capaces de neutralizar 100DICTso de VFA O1Campos
(TNV<0.9). Tampoco inducen niveles positivos de anticuerpos opsonizantes
contra el VFA.

- Confieren proteccion parcial de los animales (sin distinciéon entre grupos); dos
animales estuvieron protegidos a la generalizacién podal y dos animales
mostraron un retraso en la sintomatologia

- Mostraron una respuesta diferencial en los linfonédulos estudiados en los
animales vacunados luego del desafid, que se correlaciona con el estado de

proteccion frente a la enfermedad.

- La baja eficiencia de las vacunas se debidé a la variacion de respuesta entre
animales por falta de un epitope T inmunodominante bovino y a la diferencia de
secuencia entre VFA O/UK y O1Campos en el epitope B fracasando en la
generacion de anticuerpos neutralizantes y/u opsonizantes contra VFA

O1Campos (virus utilizado en el desafio experimental).
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Vacunas formuladas con péptidos Boic)2Tve1 Y B(oicyaTvei:

Logran inducir respuestas inmunitarias eficientes contra el VFA O1Campos,
alcanzando todos los pardmetro inmunoldgicos necesarios para conseguir la
proteccion a la FA

Inducen altos niveles de IgG1 especificos anti-VFA tanto séricos como en mucosa
Inducen TNV positivos luego de la tercera inmunizacidén con una dosis baja de
péptidos, detectando una titulo promedio significativamente mayor para el grupo
vacunado con Boicys Tvei CON respecto al grupo Bioicy2Tve1

Inducen niveles de anticuerpos opsonizantes positivos en la mayoria de los
animales

Confieren proteccion a los animales frente a la infeccion con VFA, con una
distincion entre grupos. Todos los animales del grupo Boic)aTve1 Y Bioicy2Tves
alcanzan la proteccion a la generalizacion podal. Ningin animal del grupo
Boic)aTver mostrd signos de la enfermedad, y solo dos animales del grupo

B(o1c)2Tve1 Presentaron una vesicula en la lengua a los 7dpi.

Constituyen el primer reporte cientifico que evalia a vacunas peptidicas
dendriméricas en bovinos logrando resultados exitosos en el desafio

experimental contra el VFA.

La utilizacién de péptidos dendriméricos como vacunas contra la Fiebre
Aftosa es una estrategia altamente prometedora para el control del VFA.
Sin embargo, es preciso evaluar modificaciones en el esquema de
vacunacion, dosis de antigeno y seleccion de adyuvantes que mejoren

la efectividad y velocidad de respuesta de la vacuna.
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