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RESUMEN

La fiebre afiosa constituye un serio problema sanitario que afecta a las especies

biunguladas que genera severas consecuencias económicas a nivel mundial. Las vacunas

formuladas con vims inactivado como antígeno (Ag) inducen respuestas de anticuerpos

seroneutralizantes (AcN) de corta duración y es necesaria la revacunación periódica

La infección experimental en ratón adulto genera una continua e intensa respuesta de

AcN tal como sucede en el huésped natural. Esta prolongada síntesis de Acs anti-VFA

hace del modelo murino un excelente sistema para el estudio de los mecanismos

involucrados en una prolongada respuesta humoral.

Aunque este fenómeno es conocido desde hace tiempo, las bases inmunológicas

responsables de la prolongada inmunidad inducida luego de la infección se encuentran
aún sin dilucidar.

Con la intención de comprender la causa de la respuesta inmune humoral al VFA, la

pn'mera parte de este trabajo de tesis estuvo dirigida a aclarar si el mantenimiento de los

niveles de Acs puede ser explicado por un fenómeno de infección persistente del

individuo, o mediante una persistencia antigénica mediada por células presentadoras de

antígeno (CPA). La segunda parte del trabajo de tesis fue din'gida a estudiar los

mecanismos de acción de dos efectivos inmunomoduladores (Avn'dine -AVR- y la pared

de Mycobacterium -PCM) en la inducción de una prolongada respuesta humoral.

Es importante enfatizar que los ensayos de transferencia utilizados en este trabajo

permitieron acotar el sistema a los esplenocitos transferidos, debido a que estas células

resultaron suficientes para inducir una prolongada respuesta humoral en los animales

receptores normales (Tabla l).

La hipótesis de la existencia de una infección persistente fue descartada mediante la

utilización de varios métodos, en especial la falta de detección del genoma utilizando un

ensayo de PCR cuya sensibilidad es de lO'3 DIRL 50%.(Tabla 3 A y B). Además, el

hecho de que haya sido posible obtener resultados similares a través de la inmunización

de los animales dadores con antígenos inertes corroboró que la replicación viral

definitivamente no es una condición indispensable para que se induzca una prolongada

respuesta humoral (figura 6B).

La transferencia de esplenocitos irradiados provenientes de animales infectados a

animales receptores presensibilizados y negativizados (inmunizados con bajas dosis de

virus inactivado) permitió la detección fiJncional de CPA específicas para el virus afloso.

La inhibición de la presentación antigénica (PA) in vitro, los ensayos de inhibición de

la PA in vivo y el establecimiento de una correlación entre la capacidad de presentar el

Ag y el título de Acs del animal dador corroboraron que, en el modelo utilizado, la

presencia de CPA es el mecanismo que media la prolongada respuesta humoral anti-VFA



que se observa en animales que fueron infectados. Dos datos experimentales merecen ser

destacados: (i) Las células B son suficientes para la producción del fenómeno (figura

16B). (ii) Las CPA fueron capaces de permanecer en el animal dador por lo menos 365

dias después de la infección (figura 15 B)

Conociendo que la presencia de CPA es el mecanismo que media la prolongada

respuesta humoral anti-VFA en los animales infectados, se analizó: la capacidad de
inducir CPA en los animales inmunizados con diferentes formulaciones vacunales.

Los ensayos realizados demostraron que tanto las CPA que provenían de animales

infectados así como las obtenidas de ratones que fueron inmunizados con las diferentes

formulaciones fiJeron capaces de inducir Acs detectables por ELISA. Sin embargo,

solamente los esplenocitos de animales infectados o inmunizados con la vacuna

inmunomodulada con AVR indujeron Acs de tipo neutralizante en los ratones receptores

presensibilizados (figura 20 B).

La utilización del ensayo de doble transferencia (figura 22) demostró que la presencia

de Ag circulante en el animal dador no es necesaria para el mantenimiento de las CPA

(figura 24). Estos resultados son coincidentes con la continua presencia de CPA en los

animales infectados (hasta los 365 días post-infección) en los cuales no es posible

encontrar antígeno viral ni partículas infecciosas.

Se utilizó un sistema de PA donde el antígeno a ser considerado es mucho más simple

en términos de cantidad de determinantes antigénicos para intentar explicar la diferencia

observada entre las respuestas inducidas por las distintas vacunas utilizadas.

Los esplenocitos extraídos de los animales inmunizados con dosis crecientes

correspondiente a la secuencia 135-160 de VPI del VFA OIC (Pl) indujeron respuestas

correlativamente incrementadas de Acs detectables primero, por ELISA y,

posteriormente, por SN. Estos resultados apuntalan la hipótesis que sostiene que las

diferencias entre la inducción de anticuerpos neutralizantes y aquellos detectados

solamente por ELISA puede ser meramente debida a la masa antigénica presentada.

Posteriormente, se analizó el efecto de los dos inmunomoduladores en un posible

procesamiento diferencial de las distintas porciones del Pl Los resultados demostraron

que, en efecto, estas diferencias existen, ya que los patrones de reactividad demostrados

«por los sueros de los animales infectados e inmunizados con AVR resultaron similares y

cualitativamente diferentes a aquellos presentados por los sueros de los animales

inmunizados con PCM o el vehículo oleoso per se (figura 25). Esto sustentaría que

adicionalmente a un fenómeno de tipo cuantitativo, también existe un factor cualitativo

como explicación a las diferencias encontradas en la respuesta humoral inducida en los

animales receptores de células provenientes de dadores inmunizados con diferentes

inmunomoduladores.La estrecha correlación entre la presencia y actividad de las CPA

específicas para VFA, y los titulos de Acs observados en los animales que fueron



estimulados antigenicamente de la forma mas diversa con (infectados experimentalmente

o inmunizados con virus inactivo bajo muy diferentes condiciones), poderosamente

sugiere que el mecanismo involucrado en el mantenimiento de la respuesta inmune es la

presencia de CPA reestimulando en forma permanente la produccion de Acs anti-VFA.

Estos resultados son de importancia para el diseño y desarrollo de nuevas vacunas en las

cuales se deben'a principalmente focalizar la atención en metodologías que estimulen la

induccion y un eficaz mantenimiento de CPA especificas para VFA en los individuos
vacunados.
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ABREVIATURAS

AcM Anticuerpo Monoclonal
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Ac Anticuerpo
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I. INTRODUCCION

I.l. LA FIEBRE AFTOSA.

I. l . l . Historia

La fiebre afiosa (FA) ha sido reconocida por alrededor de cuatro siglos. Fracastorius

en 1514 fue el primero en reportar un brote de la enfermedad en bovinos (Fracastorius,

1546). La descripción que hace de los animales afectados (anorexia, vesículas en lengua

que luego también aparecen en las pezuñas y la recuperación de los animales enfermos)

tiene una asombrosa similitud con aquellos observados en la actualidad (Bachrach,

1968). Sin embargo, no fiJe hasta 1897 cuando se demostró que la enfermedad era

causada por un agente filtrable mucho más pequeño que otros microorganismos

transmisores de enfermedades (Loeffer and Fosh, 1897). En realidad, el virus de la fiebre

aftosa (VFA) fue el primer virus animal reconocido como tal. Loefl'er y Fosh en sus

experimentos con bovinos notaron la rápida replicación viral en el animal enfermo y

aplicando el método de dilución límite, titularon el virus presente en tejido infectado.

También realizaron ensayos de neutralización con suero de animales convalecientes.

Wadman y Pape fueron los primeros en reproducir la enfermedad en cobayos

inoculados en la almohadilla plantar (Wadman and Pape, 1921).

En Europa la investigación fue focalizada a la solución de problemas en el campo ya

que la enfermedad se diseminaba rápidamente. Brotes particularmente severos en el

Reino Unido llevaron a la apertura de institutos nacionales de investigación en toda

Europa: Insel Reims en Alemania (1909), Pirbright en el Renio Unido (1924) y Lindholm

en Dinamarca (1925), así como la dedicación de institutos veterinarios ya existentes

como en Alfort, Francia y en Brescia, Italia (Brooksby, 1982). En cuanto a la situación

en el resto del mundo, el primer registro de la enfermedad en América del Sur data de

1871, apareciendo en Argentina primero y luego en Brasil, Chile y Uruguay tras la

importación de bovinos desde Europa durante el amplio brote surgido allí en 1870. En

1910 se describió la presencia de aftosa por primera vez en Perú, Bolivia y Paraguay,

mientras que en Colombia y Venezuela se describió en 1950. La ocurrencia en Afiica y

‘Asia está menos documentada, pero es probable que surgiera del transporte de animales

infectados desde Europa, aunque los serotipos son diferentes a los "clásicos" europeos

(Brown, 1986).

A pesar de ser una enfermedad conocida por más de cuatro siglos, cuyo agente causal

fue descubierto hace casi cien años, y aún cuando los medios para el crecimiento del

virus en cantidades suficientes para la producción de vacunas a gran escala están
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disponibles desde 1950, la enfermedad aún está presente en muchos países del mundo; lo

que continúa siendo una grave amenaza para aquellas regiones libres de la enfermedad.

1.1.2. Definición

La FA es una enfermedad aguda, febril y altamente contagiosa que afecta

principalmente a animales de pezuña hundida (Bachrach, 1968; Pereira, 1981; Sangar,

1979). Durante el transcurso de la misma se forman vesículas y erosiones caracteristicas
en el revestimiento epitelial de las mucosas del aparato digestivo alto, en el surco y

rodete de las uñas y en otros lugares desprovistos de pelo .

1.1.3 Importancia económica

La FA es una de las enfermedades del ganado doméstico que mayores daños

económicos causa en el mundo. La mortalidad debida al VFA, con excepción de

animales jóvenes, es usualmente insignificante (Pereira, 1981). Sin embargo el alto grado

de morbilidad y debilitación, la pérdida de productividad y las lesiones asociadas a

infecciones secundarias hacen de la FA un problema importante para los productores

ganaderos e industrias relacionadas (Morgan et al., 1980); además, las restricciones que

esta enfermedad acarrea en los mercados de exportación de animales y de sus productos

origina grandes pérdidas económicas (Callis et. al., 1968), siendo también importante el

costo de la implementación de medidas de control y erradicación.

Las lesiones caracteristicas de la FA en la boca y lengua (vesículas) son las causales

de la reducción en la alimentación, mientras que las lesiones en los espacios interdigitales

y en el rodete coronario de las patas provocan la casi total inmovilidad de los animales

(Cottral et al., 1975). Como consecuencia de estos procesos, el rendimiento económico

de los animales enfermos puede disminuir hasta en un 25% (SENASA, 1992).

1.1.4. Síntomas clínicos producidos por el VFA, su transmisión

La FA tiene la reputación de ser una de las enfermedades más temidas del ganado

doméstico, principalmente por su amplia distribución geográfica y por ser altamente

contagiosa.

El VFA es el agente causal de la FA, enfermedad que afecta particularmente al

ganado porcino, bovino, ovino y caprino (Bachrach, 1968; Sangar, 1979; Pereira, 1981).

Se considera que el ganado bovino actúa como el principal diseminador de la

enfermedad, que el ganado ovino cumple un rol importante en su mantenimiento (Sellers

Introducción 2



and Parker, 1969) mientras que el porcino se desempeña como hospedador amplificador

(Sellers, 1971).

El virus se transmite entre los animales por diversos mecanismos, por ejemplo por

contacto directo, especialmente durante la fase febril temprana cuando el virus se

encuentra en la mayoría de los órganos, secreciones y excreciones (Burrows, 1968,

Cottral et al., 1968). Asimismo, los pájaros y el viento han sido implicados en el

transporte del virus por largas distancias en Europa (Shahan, 1962) y también se ha

informado sobre la capacidad potencial de contagio de la enfermedad por virus presente

en el aire (Sellers, 1971).

El virus penetra por vía respiratoria o a través de los epitelios de boca y nariz, luego

de un corto período de incubación (l a 4 días) se desarrollan aftas primarias en la zona

de entrada. Posteriormente, el virus invade el torrente sanguíneo dando lugar a una

viremia y fiebre acompañadas de aftas secundarias, acentuadas en pezuñas, lengua y

paladar. En animales jóvenes el miocardio puede verse afectado y en algunos casos

provoca su muerte (Bachrach, 1968). Los Acs Neutralizantes (ACN) circulantes aparecen

luego de la infección mientras que el virus desaparece del torrente sanguíneo, pero no

necesariamente de los tejidos.

1.1.5. Infección persistente

Una caracteristica del VFA es que puede dar lugar a infecciones inaparentes. Este

estado se reconoce por el aislamiento del virus en cultivos celulares a partir de muestras

del fluido esófago-faríngeo por largos períodos (Burrows, 1966), así como por la

prevalencia de anticuerpos (Acs) contra antígenos (Ags) asociados a infección (McVicar

and Sutmoller, 1970). De modo que, transcurrida la fase aguda de infección, los animales

pueden convertirse también en portadores o "can'iers" del VFA, aislándose virus de las

secreciones esófago-faríngeas por largos períodos de tiempo (Auge de Mello et al.,

1970; Gebauer et al., 1988; Rossi et al., 1988).

La duración del estado portador varía según los autores y parecería depender del tipo

viral utilizado en la infección (Van Bekkum et. al., 1959; Sutmoller et. al., 1965; Salt et.

al., 1993); además se ha sugerido que bajos niveles de Acs específicos podrian colaborar

icon la aparición de portadores. Estos niveles de Acs circulantes que previenen la

enfermedad, aparentemente no previenen el establecimiento del virus en el área faríngea

(Sutmoller and Mc Vicar, 1976).

Burrows y colaboradores determinaron que la persistencia es de 15 meses en bovinos

y de 4 meses en ovinos (Burrows et.al., 1968). Sadir y colaboradores (Sadir et. al., 1988)

detectaron virus infeccioso en líquido esofago-faringeo de bovinos hasta los 3 meses

post-infección, luego del tratamiento del material extraído con tn'clorotrifluoroetano para
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disociar complejos inmunes. Sin embargo, en estos animales, utilizando una sonda

molecular se detectó ARN viral hasta los 560 dias post-infección (d.p.i.) (Rossi et al.,

1988)

Recientemente, la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido reportada para

la detección de genoma del VFA en tejidos y líquido esófago-faríngeo (Brown et. al.,

1992; House and Mayer, 1993; Prato Murphy et. al., 1995) lo que ha aumentado

sensiblemente el poder de detección de los animales "caniers".

Aunque el rol epidemiológico de los animales "carriers" no ha sido totalmente

aclarado, se ha postulado que ellos pueden estar involucrados en los cambios antigénicos

del virus llevando a la aparición de nuevas variantes virales en el campo. En animales

infectados persistentemente con VFA C3, por ejemplo, se detectaron variaciones en la

secuencia nucleotídíca del ARN viral que se correlacionaron con cambios de

antigenicidad detectables por AcM (Gebauer et al., 1988). Estos cambios adjudicados a

la presión selectiva del sistema inmune del hospedador portador y la alta tasa de

mutación del VFA (Pringle, 1964), podrían ser los causantes de la aparición de nuevos

subtipos antigénicos en la naturaleza (Fagg and Hyslop, 1966).

1.1.6. Distribución geográfica del VFA y medidas de control

La FA representa una enfermedad de amplia distribución geográfica, siendo enzoótica

en todos los continentes con excepción de Australia, Nueva Zelanda, Japón, Islas

Británicas y el hemisferio oeste desde Panamá hacia el norte (Morgan et al. 1984). En el

continente americano los Estados Unidos, países de Centroamérica e Islas del Caribe asi

como Chile, Patagonia Argentina (al sur del paralelo 42), región norte del Chocó en

Colombia, Guayana Francesa, Guyana y Surinam en América del Sur se encuentran libres

de la enfermedad. Cabe mencionar la situación epidemiológica del Uruguay en el que

desde Julio de 1990, no se ha registrado aparición de la enfermedad por lo que ha sido

declarado país libre de FA con vacunación (informe OIE, 1993). La mayor incidencia de

FA en América del Sur en el año 1992 ocurrió en Colombia, Brasil y Argentina

(PANFTOSA, 1993).

En los países de la Comunidad Económica Europea se suspendió la vacunación anti­

VFA en junio de 1991, luego del éxito alcanzado en el control de la enfermedad a través

de regulares y continuas vacunaciones. Cabe señalar que en 1993, sin embargo, se

registró un brote en Italia,(informe OIE, 1993) y a fines de 1994 otro en Grecia (Anuario

de Sanidad Animal 1994). ' '

A través de los años, los brotes de FA en estas áreas libres de la enfermedad han sido

erradicados por medio del rifle sanitario con la consecuente matanza de los animales

infectados y aquellos susceptibles a ser infectados (Cottral, 1975). Aún cuando estos

Introducción 4



procedimientos son muy costosos, los perjuicios que acarrea la FA endémica justifican

tal inversión (McCauley et al., 1977).

En la mayoría de los países en los cuales la enfermedad es enzoótica o que están

expuestos repetidamente a contaminaciones provenientes del exterior, se procura

controlar los brotes con medidas de cuarentena y de vacunación. Las áreas afectadas son

puestas en cuarentena y se procede inmediatamente a la vacunación de todos los

animales susceptibles en una ancha zona de protección (Bruner and Gillespie, 1966). Un

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

alrededor del foco infeccioso fiJe utilizado para suprimir el extenso brote que ocurrió en

México de 1946 a 1953 (Bachrach, 1968).

En América del Sur actualmente se realizan campañas de vacunación que cubren entre

el 80 y el 90 % de los rumiantes existentes en la mayoría de las áreas bajo programa.

En países como Argentina, donde la enfermedad es endémica, el control se realiza

mediante la inmunización preventiva de todo el ganado y el seguimiento epidemiológico

de cualquier foco de la enfermedad. Generalmente, existen "nidos" de infección en áreas

de cn'a extensiva con alto porcentaje de animales portadores. A esto se suma el

nacimiento de terneros que incorporan al medio nuevos animales susceptibles y la

existencia de una fauna silvestre que incrementa la dotación de reservorios. Cuando se

produce una ruptura de inmunidad en estas zonas, los animales son mantenidos en

cuarentena y se vacuna sistemáticamente a todos los animales susceptibles que circundan

el área (Centro Panamericano, Banco de datos, 1972-81).

Desde 1993 se puso en marcha en la Argentina el "Plan Nacional de Control y

Erradicación de la FA", con distintas estrategias según las caracteristicas regionales.

Actualmente, son consideradas "libres de enfermedad" las provincias que se encuentran

ubicadas al sur del paralelo 42 (Chubut, Rio Negro y Tierra del Fuego), registrándose el

último brote en Tierra del Fuego en el año 1966 (SENASA, boletín informativo Julio

1994)

Es importante destacar que, como resultado de este plan, en abn'l de 1996 Argentina

cumplió su segundo año sin que se hayan registrado brotes de la enfermedad.

Esta situación ha permitido en 1995 el aumento de las exportaciones de carne desde la

‘Argentina a los Estados Unidos, Comunidad Económica Europea y Brasil, así como la
apertura de mercados en el sudeste asiático (Malasia) y Amén'ca del Sur (Chile).
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1.2. VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

I.2.l. Características generales de los Picornavirus

Picomaviridae es una familia diversa, de virus pequeños, con genoma ARN (+)

infeccioso de cadena simple, poliédrico y sin envoltura.

Sobre la base de sus propiedades fisicoquimicas, como la estabilidad en condiciones

ácidas y la densidad de flotación, la familia Picomaviridae ha sido dividida en cinco

géneros principales

a) enterovirus: poliomielitis, hepatitis A, cocksakie, echovirus en humanos

enterovirus en animales y poliovirus en ratón.

b) rinovirus: rinovirus humanos y bovinos.

c) cardiovirus: mengovirus y el virus de la encefalomiocarditis.

d) aphtovirus: virus de la fiebre afiosa.

e) hepatovirus: virus de la hepatitis A .

Estos grupos se diferencian tanto por sus propiedades fisicoquímicas y serológicas,

como también por las características propias de la infección que producen en los

hospedadores susceptibles.

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

de sus Ags de superficie (Cooper et. al., 1978; Sangar, 1979).

Como propiedades generales de los Picornavirus se destacan:

1.- Cápside viral compuesta por 60 copias de cada una de las proteínas virales

estructurales. Estas proteínas poseen una estructura tridimensional que se encuentra muy

conservada en todos los miembros de la familia (Acharya et. al., 1989).

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

como in vitro (Alexander et. al., 1958).

3.- Traducción del ARN viral en una poliproteína cuyo procesamiento, producido en

varias etapas, da lugar a las proteínas estructurales y no estructurales del virus (Grubman

et. al., 1984; Kitamura et. a|., 1981).

4.- Replicación del ARN incluyendo sintesis de una cadena de ARN (-),

‘complementaria al ARN viral, a través de un intermediario replicativo que puede ser
aislado de células infectadas. El complejo de replicación está asociado a la membrana

celular e incluye a la polimerasa viral y al ARN que es utilizado como templado

(Grubman et. al., 1984; Slemler et. al. 1981).

Algunas de las propiedades particulares que poseen estos Picornavirus se describen en
tabla l.
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TABLA l Propiedades emergentes de los Picomavirus

Enterovirus Cardiovirus Rinovirus Aftovirus

Miembros Polio (3) Encefalomiocar- Humanos (113) VÍFUSde la Fiebre

(n° de Coxsackie A (23) ditis Bovinos (12) Aftosa (7)

serotipos) Coxsackie B (6) Mengo, Thelier

ECHO (31) Maus Elberfeld

Hepatitis A (1) Columbia SK,

Enterovirus etc

Humanos y

animales (40)

Rango de Estrecho Amplio Estrecho Amplio

Huáégpedes

Diámetro (nm) 22 - 28 24 - 30 24 - 30 23 - 25

Estabilidad al estable a lábiles a pH= 5 - lábiles a pH <5 lábiles pH <6.5

pH pH= 3 - 10 7 en presencia

de 0.1M Cl o Br

Densidad en 1.34 1.34 1.39 - 1.42 1.43 -1.45

CICs lml

Coeficiente de 156 S 156 S 149 S 142 - 145 S

sedimentación

('l
% ARN 29 31 30 31.5

II'Engradiente de sacarosa (fuerza iónica 0.04 - 0.15) pH 7,3-7,6

La información fiie tomada de Brooksby, 1982.

1.2.2. Características generales del VFA

El VFA, es el único miembro del género aphtovirus dentro de la familia

Picomaviiidae. Existen 7 tipos serológicos determinados por la técnica de fijación de

complemento: A, O, C, SATl, SAT2, SAT3 y Asia] y cerca de 67 subtipos incluídos en

estos 7 tipos (Bachrach, 1977). A su vez, cada subtipo agrupa a muchas cepas.

El VFA posee una cápside desnuda de 30 nm de diámetro. Tiene un peso molecular

de aproximadamente 7 x 106 daltons y contiene un genoma de cerca de 8500 nucleótidos

(Bachrach, 1977). Su composición química es de un 30% ARN y un 69% proteinas

(Rueckert, 1985).
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1.2.2.1 Estructura de la cápside

La cápside viral posee forma icosaédrica y está compuesta por 60 copias de cada una

de 4 proteínas designadas VPl, VP2, VP3 y VP4 (Cooper et. al, 1978) producidas por

clivaje post-traduccional de un precursor común (Sanger et al., 1979). Estas mismas

cuatro proteínas estructurales también se denominan: 1A, lB, 1C y 1D, respectivamente

(Rueckert and Wimmer, 1984). Además, contiene 2 proteínas minoritarias (1-2 copias

por vin'ón): VPO (precursora de VP2 y VP4) y 3D (polimerasa viral).

Figura l. Representación de la estructura, a nivel atómico, de la cápside del VFA

01K. En azul se muestran los residuos de VPl, en verde los de VP2 y en rojo los de

VP3. Las esferas punteadas de color azul y situadas en la superficie del virión

corresponden a los aminoácidos 133-158 de VPl (Acharya et al., 1989).

Recientemente, la estructura tn'dimensional de la cápside del VFA de los serotipos O

y C fue determinada por la técnica de difracción de rayos X del virus cristalizado (Fox et.
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al., 1987; Achayra et. al., 1989; Lea et. al., 1994). Estos estudios predicen que aunque

difieren en secuencias, VPl, VP2 y VP3 adoptan una misma configuración espacial

denominada "barn'l B". Esta estructura consiste en ocho cadenas de estructura B,

plegadas una sobre otras a manera de un sandwich. Cada hoja esta formada por cuatro

cadenas una sobre la otra conectada por bucles que sobresalen de la superficie, siendo las

cadenas B las que forman las paredes del barril (BIDG la anterior y CHEF la posterior).

Los bucles entre las cadenas son identificados por las letras que denominan las cadenas

que conectan; asi el bucle G-H conecta las cadenas [3G y H (figura 2).

bucle GH

l|(

m

Figura 2. Representación esquemática de la estructura "barril B" que adoptan VP],

VP2 y VP3 (Hogle et al., 1985). Las hojas plegadas B están representadas por flechas e

identificadas por letras (B a I). Las estructuras en forma de hélice (Xse representan como
cilindros.

La subunidad biológica o protómero corresponde a una molécula de VP] asociada a

una de VP2 y a otra de VP3 perteneciente al área triangular adyacente, adquiriendo en

conjunto una forma similar a un "bam'lete". Los protómeros, a su vez, se agrupan en

pentámeros que son la principal de las estructuras en que se disocia la partícula viral
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completa al ser expuesta a pH menores a 5 (Fry et al., 1990). Doce de estos pentámeros

son los que se asocian para conformar la estructura icosaédn'ca que presenta el vin'ón.

El VFA presenta una superficie externa relativamente lisa ya que, a diferencia de otros

picomavirus, parece no poseer "cañones" ni "agujeros" (Luo et. al., 1981).

Las proteínas VP], VP2 y VP3 tienen una masa molecular de aproximadamente

24000 daltons, mientras que la de VP4 es de 7000 daltons (Boothroyd et. al., 1989).

El vin'ón intacto tiene un coeficiente de sedimentación de 146 Svedvergs (partícula

146 S). La partícula 146 S es fácilmente disociable por tratamiento a pI-I < 5.5 en

subunidades virales 12 S (Rueckert, 1985), que corresponden a pentámeros de VP],

VP2 y VP3, y un precipitado insoluble que contiene a VP4 (Burroughs et. al., 1971).

Existe además otro tipo de partícula viral, con un coeficiente de sedimentación de 75

S, que corresponde a la cápside vacía. Este es un producto naturalmente defectivo que

contiene VP], VP3 y VPOpero no contiene ARN (Van der Wonde et. al., 1972).

La proteína VPl posee los determinantes antigénicos principales del VFA y está

involucrada en el reconocimiento del receptor en la célula blanco (Fox et. al., 1989).

Esto fue demostrado cuando, por el clivaje de VP] (mediante el tratamiento del virus

con tripsina), se perdió la capacidad infectiva, la inmunogenicidad (Wild et. al., 1969) y

la habilidad del virus de interactuar con su receptor celular en la célula intacta (Baxt and

Bachrach, 1982) .

La hipótesis del "cañón ", que ha sido descripta para los n'novirus I-IRV 14 (Rossman

et. al., 1987), poliovirus (Hogle et. al., 1985) y mengovirus (Luo et. al., 1987), propone

que el sitio de unión a la célula se encuentra en una depresión, ocultándolo del sistema

inmune; el VFA, en cambio, no se ajusta al modelo propuesto sino que en este virus, Ia

porción más inmunogénica de la cápside forma una protrusión desordenada (loop) en la

superficie del virión (Fox et. al., 1989).

1.2.2.2. Genoma

Como otros picomavirus, el VFA posee una cadena simple de ARN positivo de

aproximadamente 8500 nucleótidos con una pequeña proteina, VPg, covalentemente

unida a su extremo 5', un segmento interno de poli (C) cerca del extremo 5' y una

secuencia poli (A) en su extremo 3' (Bachrach, 1977; Sangar, 1979). La masa molecular

de ARN es aproximadamente de 2,8 x 106 daltons y la infectividad del ARN libre es 106

veces menor que la del virus intacto (Denoya et. a|., 1978).
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Poli (A)

La longitud del poli (A) varía entre 40 y 100 nucleótidos (Chateijee et. al., 1976;

Porter et. al., 1978). El papel de esta región no está claro, pero se ha demostrado en el

virus de la encefalomiocarditis y en poliovirus que los genomas con poli (A)

naturalmente más corto (Goldstein et. al., 1976) o artificialmente aconados (Spector and

Baltimore, 1974) tienen una infectividad específica menor que aquellos con secuencias de

poli (A) más largas, lo que indican’aque esta región es importante para la infectividad.

VPg

A diferencia de la mayor parte de los ARN mensajeros celulares y virales, el ARN de

los picomavirus no posee un grupo CAP (m7G(5')pppG(5')-Np) en su extremo 5'

(Femández-Muñoz and Damell, 1976). Sin embargo, en varios picomavirus (incluyendo

al VFA) se encontró una proteína de bajo peso molecular, denominada VPg, unida

covalentemente a este extremo (Lee et. al., 1977; Golini et al., 1978). Van'as

observaciones sugieren que la VPg (o su precursor) está involucrada en la replicación del

ARN, aunque su papel preciso no está claro.

Poli (C)

Otra de las características del VA compartida con los cardiovirus, es la presencia de

residuos de poli (C) cercanos al extremo 5' (Ham's and Brown, 1976). La longitud del

poli (C) es variable (entre 100 y 200 residuos) dependiendo de la cepa viral. Asimismo,
existe variación de tamaño entre virus obtenidos de diferentes aislamientos o de distintos

hospedadores (Costa Giomi et. al., 1984).

La función precisa del poli (C) es desconocida. Se ha planteado que aquellos virus

que presentan el tracto de poli (C) acortado son menos virulentos (Harris and Brown,

1976, Escarmis et. al. 1992). Sin embargo, los intentos de relacionar el tamaño del poli

(C) con virulencia no fiieron exitosos (Costa Giomi et. al. 1984 y 1988; Parisi et. al.,

1985)

Regiones no codificantes

El ARN contiene, además de la región codificante, dos regiones extracistrónicas. La

"región 5' no codificante" (de aproximadamente 1200 nucleótidos) está formada por la

región S hacia el extremo 5' (de 400 nucleótidos) y la región L (de aproximadamente 800

bases), entre estas dos zonas está ubicado el fragmento poli (C). En la región L se
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encuentran bases de importancia en la regulación de la iniciación de la traducción. La

"región 3' no codificante" posiblemente es relevante en la iniciación de la síntesis de ARN

negativo.

1.2.3. Ciclo replicativo del VFA

El ciclo infectivo del VFA es un proceso rápido que culmina en aproximadamente 2

horas y media. La infección en cultivos celulares se inicia con la adsorción, continúa con

la replicación y el ensamblado, que suceden en el citoplasma de la célula hospedadora, y

por último culmina con la liberación del virus por lisis celular (Rueckert, 1985).

1.2.3.1 Adsorción

La adsorción es un proceso reversible cuya etapa inicial está gobernada por fuerzas

electrostáticas, siendo requen'da la presencia de cationes bivalentes (Ca2+, Mg2+), sin

los cuales el fenómeno no ocurre (Brown et. al., 1962). Esta etapa es de particular

interés ya que representa un importante determinante de la susceptibilidad celular a la

infección, cumpliendo un destacado rol en el tropismo y la patogenia del virus (Crowell

and Landau, 1979).

El pn'mer evento en la infección de los picomavirus implica la unión del virus a

receptores específicos localizados en la membrana plasmática de la célula (Crowell and

Landau, 1979). En cultivos de células de riñón de cerdo se encontraron entre 30 y 100

receptores por célula (Brown et. al., 1962). Por otra parte, estudios realizados en células

de n'ñón de hamster bebé (BI-IK-Zl) demostraron la existencia de l a 2,5 x lO4

receptores virales por célula para los virus tipo A12 y 01 (Baxt and Bachrach, 1980).

Los mismos autores indicaron que los virus tipo A, O y C pueden utilizar, al menos,

algunos receptores comunes. En base a resultados de inactivación por acción de la

tn'psina, la VPl (como se mencionó anteriormente) ha sido postulada como la proteína

viral involucrada enla unión al receptor (Cavanagh et. al, 1977; Baxt et. al, 1984). Para

la adsorción del virus a células BBK-21 es esencial la secuencia Arg Gly Asp en el

“loop” G-l-l de la proteína VP] (Brown et. al. 1988; Mason et. al. 1994), aunque el virus

puede penetrar también formando complejos antígeno-anticuerpo utilizando el receptor

Fc en la superficie de la célula a infectar (Mason et. al, 1994). Recientemente, se ha

observado que el receptor en células LLC-MK2 es una integrina que actúa normalmente

como receptor de la vitronectina, aunque no se puede desechar la posibilidad de que el

virus use otros receptores celulares (Berinstein et. al., 1994).
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1.2.3.2 Penetración y desnudamiento

El proceso de entrada del VFA a través de la membrana está bien diferenciado del de

enterovirus y rinovirus. En estos últimos, la entrada a través de la membrana involucra la

alteración de las partículas virales las cuales se caracterizan por haber perdido VP4 y ser

sensibles al tratamiento con SDS al l % (De Sena and Mandell, 1977). En el VFA y en

cardíovirus, sin embargo, no se ha descripto ningún tipo de estructura intermediaria

(Baxt et. al., 1984).

La penetración dentro de la célula hospedadora parece ser dependiente de la

disponibilidad de energía ya que no ocurre en células muertas aún cuando el virus

permanece absorbido a su superficie (Brown et. al., 1962). El mecanismo propuesto para

el ingreso del genoma viral en el citoplasma celular es la endocitosis mediada por el

receptor. Se ha demostrado que el pH ácido de las vesículas prelisosomales (endosomas)

proporcionan el medio necesario para la ruptura del virus en las subunidades virales 12 S,

dejando el ARN genómico libre para iniciar su replicación (Carrillo et. al., 1984 y 1985).

1.2.3.3 Mecanismo de replicación del ARN genómico

El genoma viral liberado al citoplasma se une a los ribosomas y demás proteínas de la

maquinaria biosinte'tica de la célula hospedadora. La traducción del ARN comienza en su

extremo 5' resultando en una poliproteína que es rápidamente procesada (Arlinghaus and

Polatnick, 1969).

La replicación del ARN viral involucra la sintesis de una cadena complementaria de

polaridad negativa (-) que es utilizada para amplificar el número de cadenas de ARN (+).

El proceso de replicación tiene lugar por medio de la formación de un intermediario

replicativo compuesto por cadenas de ARN (+) y ARN (-) asociado al reticulo

endoplasmático liso (Perez Bercoff, 1979).

1.2.3.4. Síntesis de proteínas virales y formación del virión maduro

Tempranamente, luego de la infección de las células por el VFA, se produce la

inhibición de la síntesis de ARN y proteínas celulares (Lucas Lenard, 1979). Esto

coincide con la aparición de los primeros productos virales identificables. El producto

primario de la traducción es una poliproteína que corresponde a la totalidad de la región

codificante de aproximadamente 250 Kd (Forss et. al., 1984). Dicho precursor

poliproteico no se detecta dado que los primeros clivajes tienen lugar durante la

traducción, originando 4 proteínas precursoras primarias que a través de clivajes
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secundarios (mediados por proteasas virales) generan las proteínas estructurales y no

estructurales que se encuentran en células infectadas.
Existen dos sitios de iniciación de la traducción encuadrados en el mismo marco de

lectura, los cuales resultan en dos proteínas "leader": L y L' que poseen la misma

secuencia carboxitemrinal pero difieren en la zona aminoterminal (Sangar et. al., 1980).

Los péptidos precursores se encuentran dispuestos de acuerdo al orden de traducción 5'­

3' y son: P0 (L/L'), Pl (lABCD-ZA), P2 (2BC), P3 (ABCD)

VP4 VP2 VP3 VP1 VPg PRO POL
ARN
VFA 5' VPg _POLl POLI A 3'

POLlPROTEINA

PROTEINAS PRECURSORAS

PROTEINASMADURAS [E] El Ü D El] E] Ü ÜÜÜ [:1
L/L' 1A 1B 1C102A 23 2C 3A3B 3C SD

1.2.3.5. Empaquetamiento del ARN viral

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo el empaquetamiento del ARN viral aún

no se ha dilucidado en detalle. Evidencias experimentales han relacionado a este proceso

con la replicación del ARN. La síntesis del ARN podn’a dar la energía necesaria para la

inserción del mismo en la procápside o para la formación de un núcleo de ARN

(Rueckert, 1985).

La entrada de la molécula de ARN en la procápside (partícula vacía) resulta en la

formación del provirión, de este modo se protege al genoma viral de la acción de

nucleasas (Fernandez Tomas and Baltimore, 1973). La formación del virión maduro de

146 S involucra el clivaje de casi la totalidad de cadenas VPO para originar VP2 y VP4,

lo que lleva al reordenamiento de la cápside y constituye el último paso de la maduración

viral (Rueckert, 1976).

1.2.3.6. Liberación del virión
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1.2.3.6. Liberación del virión

En células de n'ñón bovino, infectadas con alta multiplicidad de infección, la fase de

eclipse dura de 100 a ]]O minutos (Polatnick and Bachrach, 1964) comenzando a

detectarse virus extracelular a los 150 minutos post-infección. Aunque probablemente las

partículas virales alcanzan el espacio extracelular como resultado de una lisis mecánica

de las células infectadas (Rueckert, 1976), existe cierta evidencia de una liberación

prelítica del virus a través de vesículas citoplasmáticas que emergen de células infectadas

(Yilma et. al., 1978).

1.2.4. Características antigénicas del VFA

El primer análisis antigénico de la estructura del VFA mostró que sueros de animales

vacunados o infectados con VFA reconocen 2 componentes en las preparaciones de

virus punficado: i) vin'ones 146 S y ii) subunidades 128. Sólo los Acs anti-146 S son tipo

específicos ya que las partículas 12 S reaccionan con antisueros heterotípicos (Brown

and Crick, 1958). Algunos epitopes son compartidos por ambas partículas ya que la

actividad anti-146 S de un suero se ve disminuida cuando éste es adsorbido previamente

con partículas 12 S (Cowan, 1968).

La pn'mer idea de que sólo la partícula 146 S induce la producción de AcN (Brown et.

al., 1963) fue desafiada por el hecho de que cerdos y bovinos inmunizados con

subunidades proteicas 12 S emulsificadas en adyuvante oleoso resistían la infección con

el virus homólogo (Morgan et. a], 1980).

Bachrach y colaboradores (1975) presentaron la primera evidencia sobre la

efectividad de VP] como la única proteína estructural capaz de inducir una respuesta

inmune protectora en cerdos y cobayos. Más tarde también se demostró la protección

conferida por VP] del Virus A12 en bovinos y cobayos (Bachrach et. al. 1982), sin

embargo VP] aislado de] VFA tipo 01 confería poca o ninguna protección frente al

desafio viral (Meloen et. al, 1986).

El primer esfuerzo en la identificación de epitopes inmunodominantes en particulas del

VFA fue la demostración de que el tratamiento enzimático del virus altera su reactividad

antigénica (Barteling et. al., 1979). Sin embargo, preparaciones del virus tipo A12

tripsinizado, conteniendo péptidos VPla y VPlb en mayor proporción que VP] intacta,

fueron capaces de inducir aproximadamente la misma respuesta de Acs anti-virus en

cobayos que el virus sin tratamiento. Así mismo, una mezcla aislada de fragmentos de

VP] en cobayos indujo una fuerte reSpuesta de ACN demostrando la existencia de un

epitope tn'psina resistente fiJncional en estado intacto (Bachrach et. a], 1979). Estos
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datos preliminares sostienen que VP] tiene un predominante papel inmunogénico y por

otra parte que posee varios epitopes protectores.

Basados en estudios de secuenciación de variantes antigénicas que escapan a la

neutralización ejercida por AcM neutralizantes, como así también en ensayos de

competencia en la reactividad con AcM entre virus y péptidos sintéticos que mimetizan

segmentos de la partícula viral, se han identificado sitios antigénicos en los serotipos A

(Baxt et. al., 1989; Saiz et. al., 199]; Thomas et. al., 1988), O (Kitson et. al., 1990; Xie

et. al., 1987; Parry et. al., 1985 y 1989) y C (Mateu et. al., 1989 y 1990; Lea et. al.,

1994) del VFA, los cuales se hallan distribuidos en tres de las cuatro proteínas
estructurales.

Los epitopes virales lineales se han localizado en la mitad carboxiterminal de VP], ya

que fragmentos de esta zona obtenidos por diferentes métodos (clivaje con agentes

químicos o péptidos sintéticos) también inducen AcN (Pfafl‘ et. al., 1982; DiMarchi et.

al., 1986; Zamorano et. al., 1994).

En particular, se ha identificado un estrecho segmento dentro de VP], comprendido

entre los residuos aminoacídicos 140-160 ("sitio A"), que contiene los epitopes más

importantes para la inducción de ACN (Pfaf’fet. al., 1982; Bittle et. al., 1982; Winther et.

al., 1986; Doe] et. al., 1988).

En el extremo carboxilo terminal de la proteína VP] se halla otro sitio antigénico, el

“sitio C”, que incluye los últimos catorce aminoácidos (residuos 200-213). Si bien en el

serotipo C este sitio es independiente del “sitio A”; en el serotipo O, el “sitio C” fonna

con el “sitio A” un solo sitio discontinuo, llamado “sitio Y”. Estudios de cristalografia y

difracción de rayos X han revelado que este sitio se encuentra en un “loop” (el “loop”

GH de la proteína VPl) protruyente y móvil (Acharya et. al., 1989; Lea et. al., 1994).

Investigaciones llevadas a cabo con AcM han determinado la existencia de otros

epitopes sobre VP2 y VP3 (Thomas et. al., 1988; Baxt et. al., 1989; Kitson et. al., 1990).

En los serotipos A, O y C se encuentra formado por parte de las proteínas VP2 (el

“loop” BC, aminoácidos 70 a 80) y VP3 (el “knob” BB, aminoácidos 58 a 6]). En el

serotipo O, el “loop” EF de la proteina VP2 (aminoácidos 131 a 134), también participa

de este sitio antigénico.

En el serotipo O se ha identificado otro sitio antigénico en el “loop” BC de la proteína

VP] (aminoácidos 43 a 48) llamado “sitio III”. Así mismo, se ha encontrado que algunas

sustituciones en este sitio pueden alterar la antigenicidad del “sitio A” (Parry et. al.,

1990). En el serotipo A un sitio equivalente a este sen'a el hallado en el “loop” HI

(alrededor del aminoácido 170).
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1.3 RESPUESTA INMUNE DURANTE LA INFECCION VIRAL

En una infección viral se inducen mecanismos de respuesta innatos (inespecíficos) y

adaptativos (específicos). La importancia de los distintos mecanismos varía de un virus a

otro (Ogra et. al, 1975). i

Las defensas no específicas producidas por la infección incluyen, entre otros, la

producción de interferón (IFN) (Sen et. al., 1993), células natural killer (NK) (Welsh et.

al, 1989) y fagocitosis mediada por una opsonización complemento dependiente

(Welliver et. al, 1988; Buttner et. al., 1993). Si la infección viral sobrevive a esta

primera defensa el sistema inmune adaptativo será activado por las células presentadoras

de antígeno (CPA) (Bamett et. al., 1987).

Las células T específicas contra el antígeno (Ag) actúan ya sea modulando la

respuesta humoral así como incrementando la eficiencia de la respuesta inflamatoria no

específica mediante la secreción de interleuquinas (IL) (Campos et. al., 1991).

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ ocupan un papel central en la protección

inmunológica contra enfermedades virales (Koszinowski et. al, 1991). Células T

colaboradoras CD4+, específicas para el Ag, proliferan cuando son estimuladas con el

Ag viral procesado por una CPA en el contexto del Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (CMI-I)de clase II.

En ratones, dos grupos de linfocitos T colaboradores (CD4+) han sido identificados

por sus perfiles únicos de secreción de linfoquinas y por su capacidad de regularse entre

sí (Mosmann et. al, 199]). La fiJnciónde estos dos subgrupos es cmcialmente diferente

y tiene efectos profundos en la especificidad de la respuesta inmune. Los linfocitos T

colaboradores 1 secretan IL-2, IPN-y y TNFa (factor de necrosis tumoral) y están

relacionados con la eliminación de las células infectadas. Actúan modulando la respuesta

de las células T citotóxicas (CD8+), fagocitos activados y células NK. Los linfocitos T

colaboradores 2 secretan IL-4, IL-S, IL-6 y IL-lO y están relacionados con el desarrollo

de la respuesta de Acs cooperando con las células B específicas para el Ag estimulante

(Romagnani et. al., 1991).

Sin embargo, aunque la respuesta celular es clasicamente responsable de la

eliminación de las células infectadas, la inmunidad a muchas infecciones virales está

mediada por Acs, y en algunos casos ambos elementos de la respuesta inmune están

involucradas en la eliminación del virus (Martín et. al., 1986).

El mecanismo por el cual un anticuerpo (Ac) neutraliza a una infección viral depende

tanto del agente viral como del isotipo del Ac que es producido. Las inmunoglobulinas

poliméricas (IgA secretoria e IgM) pueden mediar la eliminación del virus por

agregación o por incrementar la fagocitosís del sistema reticulo endotelial (Sissons et. al.,

1980). Las IgG e IgM son muy eficientes en la fijación de complemento y en la
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opsonización de complejos inmunes lo que facilita la captura por fagocitosis (Donington

et. al., 1978). Los virus envueltos especialmente, pueden ser directamente eliminados por

Acs y fijación de complemento. A su vez, células infectadas por vims envueltos pueden

ser lisadas por la acción directa de Acs y complemento o por las células citotóxicas

dependientes de Ac (ADCC) (Roitt et. al., 1985).

Los mecanismos de neutralización viral directa son vatios y contemplan la

interferencia o bloqueo de la adsorción, de la entrada, o del desnudamiento de la

partícula viral (Dimmock et. al., 1984).

1.3.1. Respuesta inmune a Picornavirus

La infección por picomavirus induce una respuesta celular y humoral en el

hospedador siendo el elemento más importante de la respuesta la producción de AcN

específicos contra las proteinas estructurales del virus.

El papel de los linfocitos T citotóxicos (LTC) en ratones ha sido descripto en la

infección con virus coxsackie B-3, en la infección no permisiva con poliovirus

(Kutubuddin et. al., 1992) y en la infección persistente en cepas de ratones permisivas

con el virus de la encefalitis murina de Theiler (TMEV) (Pena Rossi et. al., 1991). La

importancia de los AcN en la eliminación de la infección en ratón con TMEV fije

demostrada por el aislamiento de variantes en las cuales se correlacionaba la resistencia a

la neutralización por sueros hiperinmunes y la habilidad de producir una infección

persistente (O'Shea et. al., 1992).

Mason y colaboradores (1993) demostraron que, bajo ciertas condiciones, el complejo

fonnado entre el Ac y el VFA puede infectar células no permisivas. Sin embargo, Outlaw

y colaboradores (1991) propusieron que la neutralización del VFA es debida a un

bloqueo en la entrada del virus a la célula mediada por una interferencia estéiica con el

receptor más que con una estabilización de la cápside viral lo que causaria un ineficaz

desnudamiento en el citoplasma de la célula infectada.

1.3.2. ResPuesta inmune frente al VFA

La inmunidad contra el VFA está mediada por ACNcontra las proteínas estructurales

del virus (Van Bekkum, 1969).

El método de seroneutralización (SN) in vitro empleado habitualmente solo permite

determinar la capacidad de los Acs de neutralizar partículas víricas, desconociéndose el

papel de los restantes mecanismos mediados por Acs (opsonización, complemento,

ADCC) en la protección in vivo frente al VFA. Amadori y colaboradores, en 1992

fiieron los únicos en describir que leucocitos bovinos de sangre periférica son capaces de
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manifestar una actividad específica similar a las células NK lisando células infectadas con
VFA en cultivo.

Investigaciones realizadas mediante ensayos de linfoproliferación in vitro confirman

que la reactividad de las células T contra péptidos de VFA se encuentra restricta por

CMH de clase II (Glass et. al., 1991). Trabajos posteriores realizados con péptidos

sintéticos de VFA han identificado epitopes B y T en las proteínas estructurales del virus

en bovinos, cobayos y ratones ( Collen et. al., 1991; Zamorano et. al., 1994 y 1995).

En bovinos, utilizando ensayos in vitro, es posible detectar la aparición de AcN a los

3 o 4 d.p.i coincidiendo con el inicio de la viremia (Francis, et. al. 1983). Estas primeras

inmunoglobulinas producidas son IgM e IgA y tienen su pico máximo entre los 10 y 15

días desapareciendo alrededor del día 40 (Brown et. al., 1964; Abu et. al., 1981). Días

después de la aparición de las IgM e IgA, aparece en el suero la IgG que a los 21 días

constituye el isotipo predominante. La capacidad de neutralización in vitro de la fracción

IgG es cuantitativamente baja en un principio y aumenta con el tiempo hasta representar,

a los 60 dias, el total de la actividad neutralizante (Mulcahy et. al. 1990).

El desarrollo de la respuesta humoral coincide con la eliminación de las lesiones,

terminación de la viremia y reducción de la excreción viral. En los bovinos se ha

descripto que los títulos de AcN duran por más de 4 años luego de la aparición de la

infección (Sadir et. al. 1988; Lopez, et. al. 1991 ).

1.3.2.1. Respuesta inmune en ratones al VFA

El estudio de la respuesta inmune a] VFA en bovinos ha sido limitado debido a la

imposibilidad de trabajar con animales endocriados, el conocimiento incompleto de su

sistema inmune, su excesivo costo, así como la virtual imposibilidad de realizar estudios
sobre los mecanismos de acción in vivo.

Por el contrario, el ratón ha sido utilizado como modelo experimental para el estudio

de la respuesta inmune contra muchos tipos de virus debido al exhaustivo conocimiento

que se posee sobre su sistema inmune. Los ratones adultos no son susceptibles a la

infección natural con VFA sin embargo pueden ser experimentalmente infectados (Cunha

and Eichom, 1954; Subak-Sharpe, 1961 y 1962). Luego dela inoculación intraperitoneal

(i.p.) de un alto número de partículas virales, los ratones manifiestan una infección

subclínica que involucra replicación viral, principalmente en células pancreáticas,

acompañada de una viremia durante 72 hs post-infección (Fernández et. al., 1986). A

partir del momento en que se detecta un aumento significativo de ACN, se observa una

rápida disminución del virus en sangre y órganos hasta su desaparición total. En ratones

inmunosupn'midos por irradiación o quimioterapia se observa la correlación entre la falta

de AcN y la prolongación de la viremia. Por el contrario, cuando estos animales son
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reconstituidos con células inmunocompetentes provenientes de ratones inmunizados con

virus activo se observa simultaneamente la eliminación de la viremia y la aparición de

AcN (Borca et. al., 1984 y 1986).

Estudios en torno al papel de las células T en la respuesta inmune al VFA, en

cobayos(Knudsen et. al., 1979; Francis et. al., 1985) y ratones (Collen et. al., 1984)

sugieren que el sistema T cumple un papel importante en los mecanismos de defensa

contra el VFA, particularmente en el establecimiento de memoria inmunológica. Sin

embargo resulta evidente que los linfocitos T no son necesarios en el mecanismo

intrínseco de la eliminación viral ya que la transferencia de células B obtenidas de ratones

infectados son suficientes para eliminar la viremia en animales receptores previamente

inmunodeprimidos e infectados (Borca et. al., 1986).

Como anteriormente se mencionó, la infección en ratones con VFA induce un estado

de inmunidad que resulta protectora de por vida, mientras que la inmunización con baja

dosis de VFA inactivado (0,1ug) lo hace por un periodo de tiempo muy breve. La

inmunidad inducida por la infección viral parece no ser el resultado de una infección

persistente (Lopez et al., 1990). También se ha demostrado que la magnitud y duración

de la respuesta inmune humoral, en términos de AcN, inducida por la infección

experimental o por inmunización con altas dosis de VFA inactivado (lOpg) resulta ser

similar. Así, linfocitos B provenientes de estos animales son capaces de eliminar la

infección en receptores inmunodeprimidos sin intervención de linfocitos T. Mientras que,

la respuesta a la infección mediada por células B sensibilizadas con bajas dosis de virus

inactivado (0,1ug) es eficiente sólo cuando células T específicamente sensibilizadas están

presentes (Piatti et. al., 1991).

1.4. VACUNAS CONTRA EL VFA

Las primeras vacunas contra el VFA se elaboraron utilizando epitelio lingua] bovino

proveniente de animales infectados, el virus era inactivado con formol y se utilizaba

hidróxido de aluminio como adyuvante (Beling et. al; 1953).

A principios de la década del '50 se desarrolló un sistema que consiste en la

producción en gran escala de antígeno in vitro, en epitelio lingual bovino (Frenkel,

1951), permitiendo la implementación de programas de vacunación.

A partir de estas etapas pioneras, la producción de virus para vacunas en cultivos de

células evolucionó gradualmente. En la década del '60 se desarrollaron métodos de

producción de virus basados en cultivos primarios de células (Ubertini et. al., 1963) y

cultivos de líneas celulares como BHK-Zl (Stoker and Macpherson, 1964), que son los

más utilizados actualmente. No obstante, en algunos países se continúa utilizando el
método Frenkel.
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En general la producción de vacunas a virus inactivado debe cumplir esencialmente 4

requerimientos cn'ticos.

-se debe disponer de Ag viral en alta concentración y cantidad suficiente para permitir

la producción de vacunas en gran escala.

-la preparación viral debe ser inactivada en forma total

-el antígeno viral inactivado debe preservar su estructura antigénica

-se debe agregar un adyuvante que estimule la respuesta inmune del animal hasta los

niveles de protección deseados.

I.4.l Vacunas en uso

La mayon'a de las vacunas contra el VFA actualmente en uso se basan en la utilización

de virus inactivado con adyuvante oleoso (Rivenson et. al., 1977).

Los dos agentes inactivantes empleados más frecuentemente son el formo] y las
aziridinas.

El formo] tiene como desventaja que la cinética de inactivación no es de primer orden

por lo que se corre el riesgo de que quede virus infectivo residual en la vacuna (Wesslen

and Dinter, 1957; Graves, 1963). De hecho, ciertos brotes Europeos y Sudamericanos

han sido atribuidos a esta causa (King et. al., 1981; Beck and Stromhaier, 1987;

Bergman et. al., 1988).

Las aziridinas, en cambio, presentan una cinética de inactivación de primer orden,

rápida y su acción sobre las proteínas es mínima (Brown et. al, 1963; Bahneman, 1975).

Sin embargo estos inactivantes son altamente tóxicos y cancerígenos, debiéndose

manejar con extrema precaución y neutralizarlos completamente antes de utilizar la
vacuna.

Comercialmente sólo 3 adyuvantes son utilizados para la elaboración de vacunas anti­

VFA: hidróxido de aluminio, saponina y emulsión oleosa; las primeras dos son conocidas

como vacunas acuosas y la tercera como vacuna oleosa, como las desarrolladas por

Freund donde el Ag es emulsificado en un aceite mineral (Barteling and Vreeswijk,

1991). La utilización de tipo oleoso durante la campaña de inmunización masiva confiere

una inmunidad más efectiva y de mayor duración en bovinos y cerdos (Sadir et. al., 1988;

Barteling and Vreeswijk, 1991).

1.4.2 Vacunas experimentales

El progreso en la producción de vacunas anti-VFA está dirigido hacia el logro de

vacunas más eficientes en cuanto a la inmunidad conferida, más estables y sin efectos
colaterales adversos.
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En la última década se realizaron importantes progresos al identificar las secuencias

nucleotídicas del genoma viral y las secuencias aminoacídicas de las proteínas

relacionadas. La introducción de la tecnología del DNA recombinante y las pruebas

realizadas con péptidos sintéticos ha focalizado los esfiJerzos en la construcción de

"vacunas de nueva generación" (vacunas a virus vivo "modificado, vacunas recombinantes

y vacunas a péptidos sintéticos).

Son conocidos los problemas y riesgos que causa el uso de vacunas a virus vivo o

atenuado, sobre todo el peligro potencial de generar infecciones persistentes o

transmisibles. Es por ello que se prefiere utilizar vacunas a virus inactivado o elaboradas

con fracciones antigénicas del agente infeccioso.

En los últimos años los adyuvantes han recibido una mayor atención debido a que las

vacunas de nueva generación son en general inmunogénicamente pobres y requieren de

adyuvantes para conferir una buena respuesta inmune (Rajesh et. al. 1993).

1.5. ADYUVANTES

Un adyuvante es una sustancia que actúa sobre un antígeno aumentando sus

propiedades inmunogénicas y/o activando las células del sistema inmune (Jolles et. al.,

1973).

Hace veinte años el desarrollo de adyuvantes era casi totalmente empírico pero con

los adelantos tecnológicos actuales es posible empezar a dilucidar sus mecanismos de
acción.

Según sus mecanismos de acción los adyuvantes pueden ser clasificados en aquellos

que actúan a nivel del antígeno o aquellos que lo hacen sobre las células del huésped

involucradas en la respuesta inmune.

1.5.1 Acción de los adyuvantes sobre el hospedador:

Estos mecanismos pueden ser resumidos dela siguiente forma:

l - Liberación lenta del antígeno: La continua liberación de pequeñas cantidades de

Ag semejan’a una suerte de constantes reestímulos, lo que inducin’a y mantendn’a la

memoria inmunológica. Actúan de esta manera las sales de aluminio y las emulsiones

agua en aceite (Allison, 1973; Beh et. al., 1985).

2 - "Trapping linfocitario": Este fenómeno consiste en la migración selectiva de

linfocitos circulantes hacia un órgano linfoide en especial. La importancia del "trapping"

linfocitario reside en que el Ag se pone en contacto con una mayor cantidad de células

inmunocompetentes. Este mecanismo es inducido por adyuvantes tales como Adyuvante
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Completo de Freund (ACF) y Cagmebacterium parvum entre otros (Lescelles et. al.,

1989)

3 - Modificación de las membranas celulares: Muchos adyuvantes pueden unir el Ag a

la membrana celular facilitando el contacto y tal vez la formación de puentes temporarios

entre células colaboradoras, como macrófagos y linfocitos (Gall et. al., 1967; Edelman

et.al,l980)

4 - Acción sobre las células involucradas en la respuesta inmune: Los adyuvantes

pueden actuar sobre las células involucradas en la respuesta inmune mediante la

inducción de ILs. Estas células incluyen macrófagos fijos y en circulación, células de

Langerhans, células dendríticas, linfocitos T y sus subpoblaciones,l células plasmáticas,
células natural killer, células efectoras de ADCC y a toda la van'edad de los linfocitos B

(Edelman et. al., 1980).

5 - Modificación de la clase o subclase de inmunoglobulinas (Igs) producidas: Como

las distintas Igs cumplen distintas funciones, el cambio de isotipo en una respuesta

modulada por un adyuvante puede traer como consecuencia una respuesta que, por

ejemplo, active más eficientemente el complemento o que favorezca la unión a receptores

de gran afinidad en monocitos (Burton et. al. 1985; Perez Filgueira et. al, 1995).

Experimentalmente, diferentes adyuvantes pueden producir una respuesta

cualitativamete distinta para un mismo antígeno. En ratón, por ejemplo, se ha descripto

el caso de un antígeno inductor de una fuerte respuesta mediada por IgE, mientras que el

mismo antígeno emulsionado en ACF, produce una respuesta mediada principalmente

por lgM e IgG. Una posible explicación es que fueron activados diferentes subgrupos de

células T colaboradoras probablemente como resultado de la activación de distintas CPA

(Esser and Radbruch, 1990; Finkelman et. al., 1990).

1.5.2. Acción de los adyuvantes sobre el antígeno

Entre los mecanismos de acción más conocidos se puede mencionar:

1 —Modificaciones conformacionales: Los adyuvantes oleosos o las bases alquílicas

pueden inducir modificaciones a Ags proteicos por cambios estructurales o por

alteración de su carga eléctrica (Jolles et. al. 1973). Así, se demostró que aumentando la

hidrofobicidad de un antígeno s'e incrementa la respuesta mediada por células (Coon et.

al. 1975).
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2 - Transformación de haptenos: Es posible anexar cadenas hidrofóbicas a haptenos

proteicos lo que trae aparejado un aumento de la agregación molecular y de la

adherencia celular. La tendencia de las moléculas a agregarse y a adherirse a superficies

celulares permite una mayor estimulación del sistema inmune (Heatley et. al., 1975). Los

liposomas son un ejemplo de transformación de haptenos.\

3 - Desnaturalización o particularización de Ag: Algunos adyuvantes pueden

particularizar el Ag facilitando la asociación con las membranas de macrófagos o células

dendn’ticas en los centros genninales favoreciendo la PA a los linfocitos específicos

(Allison, 1973).

1.5.3 Vacunas anti-VFA formuladas con adyuvantes

Se ha estudiado el poder adyuvante de diferentes sustancias para la elaboración de

vacunas anti-VFA más eficientes, ya sea utilizando como antígeno VI o con diferentes

péptidos sintéticos.

Así, los liposomas han sido probados con péptidos sintéticos (Francis et al. 1985).

Cobayos vacunados dos veces con 30 ugr de péptido correspondiente a la región 141­

160 de la proteína VP] del VFA tipo 01K incorporados a liposomas mostraron actividad

neutralizante asociada a presencia de Ac anti-virus y Ac anti-péptido.

Asi mismo,un péptido sintético representando el fragmento 141-160 de VP] del VFA,

polimerizado o copolimeñzado con muramildipéptido-lys (WP; N-acetil-muramil-L-D­

isoglutamina) e inyectado en ratones vehiculizado en PBS, fue capaz de inducir Acs

hasta los 70 d.p.v luego de dos revacunaciones (Chedid et. al. 1986).

Estudios de respuesta vacunal en cobayos con el VFA tipo A12 adicionado con

distintas dosis de avn'dine (AVR) (una amina lipoidal sintética) en vehículos lipídicos o

PBS han demostrado que la protección contra el desafio viral fue máxima y los niveles de

Acs se relacionaron a la cantidad de AVR utilizada (Knudsen, R. 1982). La capacidad de

AVR como adyuvante con el VFA tipo 01 Campos ha sido estudiada en ratones Balb/c

(Berinstein et al., 1991) demostrándose como un muy eficiente adyuvante inmunológico.

Así mismo, se han realizado pruebas preliminares sobre la acción de la AVR en

vacunas anti-VFA en bovinos con resultados altamente satisfactorios (Rweyemamu et al.

1985; Perez Filgueira, 1996).

1.5.4 Adyuvantes utilizados en este trabajo

Pared celular de Mycobacterium: Se ha conocido durante años la capacidad de

Mycobacterium sp. de causar estimulación del sistema inmune (Adyuvante completo de
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Freund (ACF), Bacillus Calmette Guen'n (BCG)). Hasta hace poco tiempo file

problemático utilizar las propiedades estimulantes de productos derivados del

Mycobacterium debido a los efectos colaterales nocivos de los mismos. La selección y el

mejoramiento progresivo de cepas no patogénicas, junto con el desarrollo de técnicas de

crecimiento y extracción química de la sustancia adyuvante, pudieron eliminar estos

efectos colaterales (Vetrepharm Inc. London, Canadá).

Los fragmentos de pared celular de Mycobacterium (PCM) no causan reacciones

anafilácticas, no interfieren con la prueba de den'vado de proteína purificada (PPD) para

tuberculosis y la frecuencia de inducción de una reacción inflamatória localizada es de

121000.Estudios realizados con PCM han demostrado que este producto tiene actividad

anti-tumoral y moduladora del sistema inmune (Ohta et. al, 1982), y se ha reportado que

emulsiones de PCM pueden directamente activar monocitos y macrófagos (Alkemade,

s_, 1988).

El estudio bioquímico de PCM mostró que está compuesto por altas concentraciones

de muramildipéptido, dimicolato de trehalosa y trimicolato de trehalosa, todas ellas

sustancias conocidas por actuar como potentes estimulantes del sistema inmune

(Alkemade, S., 1988).

Avridine: (AVR) es una amina lipoidal sintética que se caracteriza por ser inductora

de interferón (IFN), IL-l y de estimular la respuesta humoral (Roth et. al. 1985,

Rweyemamu et. al, 1986).

Se ha observado una amplia actividad proliferativa de linfocitos B y T cuando se

utiliza AVR por lo que se sugiere que esta droga produce una expansión de los clones

inmunoreactivos (Anderson et. al, ¡983). Por otra parte se ha demostrado que la AVR

activa a los macrófagos haciendo que estos secreten IFN (Niblack et. al, 1979).

Administrada por vía oral o entén'ca en ratones y ratas, AVR produce un importante

incremento en la inmunidad de las mucosas (Rubin et. al., 1983). El agregado de la droga

a células Natural Killers de bazo en ratas estimula una mayor capacidad lítica de células

blanco tumorales (Jensen, 1986) lo que se interpreta como mediado por de la acción del
IFN.

I.6 RESPUESTA INMUNE HUMORAL: MECANISMOS

INVOLUCRADOS EN LA DURACION DE LA RESPUESTA.

En el sistema inmune existe una continua renovación y selección de las células inmuno

competentes y el número de células totales está bajo un estricto control. Las células B y

T en el organismo son seleccionadas por su capacidad de reconocer al Ag. Como el

número total de células es limitado, cada nuevo linfocito que se produce solo podrá

Introducción 25



establecerse si otro muere, para ello deberá competir con otros linfocitos para poder

sobrevivir y/o diferenciarse (Eigen, M. et. al., 1975). Los nuevos clones con ventajas

selectivas reemplazarán a las variantes menos eficientes. La selección es mediada por

receptores clonales (Ig para las células B y receptor TCR para células T) y depende de la

concentración de Ag existente, de su procesamiento, afinidad y presentación (May, R.M.

1976). "El sistema inmune muestra, por lo tanto un sistema competitivo como los que

han sido descriptos para sistemas ecológicos" (Freitas et. al., 1993).

Uno de los pasos más importantes dados por la inmunología ha sido el entendimiento

de los procesos bioquímicos y celulares involucrados en el reconocimiento de] Ag por los

linfocitos T. Así, en los últimos años se han realizados considerables progresos en el

aprendizaje de la interacción del antígeno y las moléculas codificadas por el CMH (Ags

de clase I y II). En la respuesta inmune los linfocitos T colaboradores reconocen al Ag

como péptidos asociados con moléculas clase II del CMH expresado sobre la superficie

de una CPA (Schwartz et. al, 1985; Büüs et. al, 1986).

De este modo mientras que el repertorio de células B para reconocer al Ag es

potencialmente ilimitado, el repertorio T está limitado por la restricción del CMH

(Schwartz et. al., ¡985). La determinación de la estructura cristalográfica de las

moléculas de HLA-A2 (CMI-I clase I humano) (Bjorkman et. al, 1987) ha permitido

explicar mejor ésta fimción del CMH. Basados en la misma, Brown y colaboradores

(1988) propusieron un modelo para la estmctura de las moléculas de clase II, éste

predice que los Ags se unen a las cadenas alfa y beta en un surco formado por 2 alfa

hélices y ocho cadenas B antiparalelas. La mayoria de los residuos polimórficos entre las

diferentes moléculas de clase II están localizadas dentro del canal y ellos determinan la

capacidad del péptido inmunogénico de unirse a una molécula del CMI-Iparticular.

Para la producción de una respuesta primaria, entonces, es necesario que ocurran los

siguientes eventos:

-Fagocitosis del Ag por macrófagos o la unión del Ag en particular por una célula B

específica mediante sus inmunoglobulinas de membrana.

-Endocitosis del Ag y su procesamiento en péptidos.

-Unión de los péptidos a las moléculas de CMI-I II del macrófago o linfocito B y su

expresión en la membrana celular para permitir la interacción CPA-células T

colaboradora especifica para el Ag.

-Secreción de factores de regulación por las células T para la activación de una

respuesta vigorosa por parte de las células B y su posterior diferenciación a células

plasmáticas.

La mayoria de las células plasmáticas son de vida corta. En relación a este tema

Sprent (1994) sugiere que casi todas las células B participantes en la reSpuesta inmune

primaria son de rápida eliminación.
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La apoptosis de las células B y de su descendencia al final de la respuesta primaria

está bajo el control del gen bel-2. El rol de este gen se corroboró cuando se observó la

prolongada duración de la respuesta priman'a de los linfocitos B en ratones transgénicos

para el gen bcl-2. La falta de este gen podn’a actuar aumentando la vida de las células

plasmáticas prolongando la respuesta humoral resultante (Strasser et. al., 1991).

En ciertas situaciones, la repuesta inmune primaria puede continuar por semanas o

meses. Esto ocurre en infecciones con microorganismos que son dificiles de erradicar

una vez establecida la infección, y con Ags suspendidos en adyuvantes de liberación lenta

(Sprent, 1994). En este último caso está muy bien documentado que la proliferación de

los linfocitos B en los animales inmunizados se mantienen en altos niveles por un largo

periodo de tiempo (Ada, 1970). En ambos casos, la síntesis de Acs se mantiene activa

debido a que el sistema inmune está expuesto continuamente al Ag.

En relación a este punto, ha sido propuesto que el mantenimiento de las células de

memoria y la continua producción de Acs está relacionada con la continua estimulación

de las células B por el Ag (Asconas et. al. 1972; Felbush 1973; Gray et. al. 1988). Sin

embargo, esta posición se encuentra bajo controversia ya que ensayos de transferencia

adoptiva de células inmunocompetentes han dado evidencias que no apoyan esta teoría,

demostrando que las células B pueden persistir en el nuevo huésped por más de 7 meses

sin la evidencia de la presencia del Ag (Udhayakumar et. al., 1988; Schittek et. al. 1990;

Sprent et. al. 1991).

La respuesta secundaria comienza con el reencuentro del Ag con los linfocitos B y T

que fueron sensibilizados durante la respuesta primaria. La diferenciación de células B a

plasmocitos, y la consecuente producción de Acs depende de factores liberados por las

células T que fueron nuevamente activadas por CPA (Filkelman et. al., 1992).

Bajo la influencia de las interleuquinas las células B y T sufren una importante

expansión, la magnitud de esta expansión depende de la concentración del Ag y de la

afinidad de las células respondedoras al mismo (Gray, 1993; Mackay, 1993). Por lo

tanto, el Ag es uno de los moduladores del mantenimiento de la respuesta inmune.

Para poder comprender los mecanismos involucrados en el mantenimiento de una

respuesta humoral será necesario conocer los mecanismos por los cuales es posible

mantener el Ag o el estímulo producto de éste, presente en el organismo.

1.6.1. Persistencia del antígeno.

La necesidad de la presencia del Ag en la iniciación de una respuesta inmune es bien

conocida, sin embargo su papel en el mantenimiento y regulación de la respuesta aún no

ha sido claramente establecido (Asconas et. al.,1972).

Introducción 27



La captura y retención de complejos antígeno-Ac por las células dendríticas

foliculares parece ser un factor crucial en el incremento en la producción de Acs y en la

generación de las células B de memoria (Klaus et. al., 1980",Van Rooijen, 1990; Tew et.

al., 1990).

Los Acs pproducidos en la red del complejo inmuno folicular (células B, dendríticas,

Ac y Ag) están cambiando continuamente, especialmente con respecto a su afinidad.

Inicialmente, los Acs poseen una baja afinidad por lo que producen una continua

asociación-disociación con el Ag (Van Rooijen, 1993).

El exceso de Acs producidos durante la respuesta inmune previene la eliminación del

antígeno desde los centros germinales (Hammarback and Valle, 1990). Contrariamente,

la ausencia o una importante disminución de Acs circulantes en los foliculos permitiría al

antígeno dejar la red del complejo inmuno folicular e inducir el desarrollo de células

formadoras de Acs (Van Rooijen 1990). De esta forma la presencia de antígeno resulta

moduladora de la respuesta humoral producida.

1.6.2. Presencia de células presentadoras de antígeno.

Las células capaces de presentar el Ag a los linfocitos específicos en forma

inmunogénica son llamadas células presentadoras de antígeno (CPA). Este grupo está

compuesto por un heterogéneo grupo entre las que se hallan células de Langerhans

(Streilen et. al, 1989), dendríticas (Crowley et. al., 1990; Levin et. al., 1993), células B

(Vidard et. al., 1992; Liu et. al., 1993) y fagocitos mononucleares (Unanue, 1981; Casey

et. al., 1990).

El proceso de PA es central en el control de la respuesta inmune siendo el que

determina el nivel y el tipo de respuesta que se produce. La modulación de la función de

las CPA juega un rol importantísimo en la inmunoregulación del sistema inmune. Su

fiJnción en la respuesta inmune depende de la capacidad de generar señales para la

estimulación de las células T. Estas señales son de dos tipos, Ag específicas y Ag

inespecíficas.

La interacción del Ag, procesado en forma de péptido en el contexto de CMH II, con

el TCR de un clon T específico determina la especificidad de la reacción.

Las "señales no específicas" provistas por las CPA se las puede subdividir en dos

tipos:

a) Las moléculas de adhesión que facilitan la interacción fisica entre la CPA-células T

(receptores CD4, CD8 y la familia LFA-ICAM) (Damle et.al.,l992).

b) Aquellas necesarias para la activación y división de las células T denominadas

señales "coestimulantes". La IL] producida por la CPA es el coestimulador del cual más

se conoce su acción (Steinman et. al., 1980).
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La interacción de ambos tipos de señales (específicas y no específicas) son suficientes

para generar la activación de las células T mediante una cascada que involucra el clivage

por la Fosfolipasa C del fosfatidiloinositol P2 en diacil-glicerol e Inositol P3. El Inositol

P3 moviliza el Ca2+ intracelular produciendo la activación de la Protein-Kinasa y, como

consecuencia final, la síntesis de RNA y ciertas proteinas entre ellas interleuquinas, tales

como la IL 2, 4, 5 y 6. (Quiao et. al., 1992; Grimaldi et. al., 1992). Las citoquinas

liberadas por las células T son capaces de regular la expresión de las moléculas de

adhesión en diferentes CPA (Casey et. al., 1990).

Observaciones realizadas en las últimas dos décadas han pemtitido postular dos

modelos clásicos para explicar las bases celulares de la respuesta humoral.

l- El modelo de activación recíproca en el cual los linfocitos B presentan el Ag a las

células T colaboradoras y éstas ayudan a las células B a producir Acs especificos

(Chesnut et. al., 1981; Ron et. al., 1987).

2- Un segundo modelo en el cual los macrófagos y las células dendn'ticas tienen un rol

protagónico en el primado y mantenimiento de las células T colaboradoras mientras que

la interacción célula B-célula T colaboradora específica para el Ag permite la producción

de los Acs específicos (Unanue et. al., 1984; Vidard et. al., 1992; Levin et. al., 1993).

Así, independientemente del modelo postulado, la presencia de CPA es cn'tica para

obtener una eficiente respuesta de Acs.

1.6.2.1. Presentación del antígeno por macrófagos.

Por muchos años, la presentación del Ag a células T fue considerada una función

privativa del linaje monocito/macrófago debido a su capacidad fagocítica y por su batería

de enzimas degradativas.

Ziegler y Unanué en el año 1981, fueron los primeros en reportar que se requiere un

procesamiento activo del Ag por parte de los macrófagos para que este sea reconocido

por las células T. Por otro lado, macrófagos inactivados (fijados con paraformaldehído)

inmediatamente después de ser estimulados con el Ag no son capaces de activar a las

células T, pero si cuando la inactivación es efectuada a los 60 minutos, demostrando que

es necesario un periodo de tiempo para lograr el procesamiento y presentación del Ag.

En blastogénesis realizadas con macrófagos de bazo de ratón tratados con cloroquina

(un inhibidor de la proteólisis en los lisosomas) y células T específicas para

Corynebacterium parvum hubo una significativa disminución en la incorporación de

timidina por las células T corroborando que los macrófagos necesitan endocitar el Ag

para poder actuar como una CPA (Guido et. al, 1984).

Tal lo expuesto anteriormente la PA a los linfocitos T es absolutamente dependiente

de la presencia del CMH II en la superficie del macrófago. Sin embargo, la expresión del
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Ag Ia (CNfl-III en ratón) no es constitutiva en macrófagos sino que está sujeta a una fina

regulación de caracter positiva o negativa (Unanue et. al., 1984). Así, el INFy liberando

por las células T en el sitio de activación produce una regulación positiva del Ia por lo

que se constituye en un sistema de retroalimentación positiva que se modifica

negativamente ante la desaparición del Ag. (UnanUe et. al., 1984).

1.6.2.2. Presentación del antígeno por células dendríticas.

Cuando un animal es inmunizado y sus células dendríticas son aisladas, esas células

llevan el Ag en forma inmunogénica (Kyewski et. al., 1986). El Ag que es adquirido por

las células dendríticas debe haber sido generado por proteólisis extracelular

(Shimonkevitz et. al, 1983) o reflujo de pe'ptidos producto de otras células dado que su

actividad fagocítica es muy ineficiente. Sin embargo, otros autores (Crowley et. al.,l990)

han presentado evidencias que, aunque Iimitadamente, las células dendríticas son capaces

de endocitar y procesar el Ag. Sin embargo, la cantidad de proteína que necesita la célula

para poder actuar como una CPA es muy pequeña, dato que correlaciona con la cantidad

de Ag que es capaz de endocitar una célula dendrítica in vivo. Así, probablemente la

endocitosis en las células dendríticas tiene como único fin la presentación del Ag y no el

clearence de éste (Steinman et. al 1974).

1.6.2.3. Presentación del antígeno por células B

Los experimentos pioneros de Mitchison (1971) demostraron que para la

colaboración entre células T y células B ambas deben reconocer parte de la misma

molécula, y que las células T colaboradoras necesitan estar fisicamente cercanas a las
células B.

Cuando un linfocito B presenta apropiadamente el complejo CIVflJII-oligopéptido a

una célula T colaboradora resulta una interacción estable que induce a las células T a

producir IL capaces de activar la habilidad presentadora de Ag de las células B.

Adicionalmente, la 1L-4 y el INFy incrementan la expresión de CMI-I II, aumentando así

la capacidad de las células B de actuar como una CPA (Unanue et. al., 1984).

Como el número de linfocitos T y B Ag específicos es limitado antes de la primo

inmunización, la probabilidad que lleguen a interaccionar es muy baja. Los macrófagos y

las células dendríticas tienen la posibilidad de fagocitar y presentar cualquier Ag foráneo

por lo que podrían actuar en la primera fase de una respuesta inmune activando una

expansión clonal de los linfocitos B y T favoreciendo entonces la interacción B-T en una

respuesta secundaria (Levin et. al., 1993; Unanue et. al., 1984).
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Aún no se ha aclarado si las células B presentadoras de Ag son capaces de presentar

el Ag a células T nativas. La mayoria de los experimentos publicados utilizan ce'lulas B

que presentan el Ag a hibridomas T, células T primadas in vivo, pero no a células T

nativas (Vidard et. al., 1992; Levin et. al., 1993). Sin embargo, Ashwell y colaboradores

(1984) realizaron experimentos con ratones, depletados de células B (mediante

tratamiento neonatal con anti-IgM) demostrando la necesidad de las células B en el

primado de las células T específicas.

Asi mismo, experimentos publicados por Ron y Sprent (1987) corroboraron la

necesidad de células B en el primado de células T especificas. Ellos inocularon

subcutáneamente a los ratones depletados de linfocitos B (mediante Acs anti IgM) con

poblaciones de linfocitos B nativos singeneicos y luego desafiaron al ratón con el Ag en

ACF. El grupo de animales sin reconstituir falló en montar una respuesta proliferativa

contra el Ag en ensayos de blastogénesis mientras que aquellos que recibieron las células

B exógenas respondieron correctamente. Estos resultados claramente demuestran la

importancia de las células B como CPA para los linfocitos T antígeno específicos.

Chesnut y Gray (1981) mediante un elegante sistema fiieron los primeros en

demostrar la influencia de las inmunoglobulinas (Igs) de membrana en la captación y

presentación del Ag por células B. Ellos incubaron células T de ratones inmunizados con

Ig de conejos, con células B de ratones virgenes y estimularon las placas de cultivo con

Igs normales de conejo o con Ig anti- Ig de ratón (producidas en conejo). Las células

estimuladas con Igs normales fireron incapaces de proliferar mientras que las que fueron

estimuladas con Igs anti-ratón proliferaron vigorosamente debido a que estas fiJeron

capaces de especificamentereconocer a los linfocitos B no primados.

Los linfocitos B pueden capturar al Ag mediante pinocitosis o por medio de sus Ig de

superficie, siendo la PA de 1000 a 10000 veces más eficiente si captura al Ag de esta

última forma (Rock et al., 1984; Abbas et al., 1985). Estos experimentos claramente

demuestran que las inmunoglobulinas de superficie están involucradas en la captación de

antígeno facilitando su futura presentación a células T, y que pueden conferir una gran

ventaja a los linfocitos B en su actividad presentadora con respecto a otra CPA.

I.7. Importancia de este trabajo

Como se mencionó anteriormente la vacunación es el principal medio de control de la

FA. Sin embargo, las vacunas formuladas con virus inactivo inducen respuestas de AcN

de corta duración siendo necesario la revacunación periódica. Por el contrario, los

animales que sufren una infección desarrollan un estado inmunitario de larga duración

caracterizado por altos niveles de ACN que resultan protectores contra la reinfección

con el serotipo homólogo. Aunque este fenómeno es conocido desde hace tiempo, las
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bases inmunológicas responsables de la prolongada inmunidad inducida luego de la
infección se encuentran aún sin dilucidar.

Con la intención de comprender la causa de la prolongada respuesta inmune humoral

al VFA, la primera parte de este trabajo de tesis estuvo dirigida a aclarar si el

mantenimiento de los niveles de AcN puede ser expliCado por un fenómeno de infección

persistente del individuo (presentando un modelo de "tipo portador"), o mediante una

persistencia antigénica, sin la presencia de particulas infecciosas (persistencia del

antígeno mediada por CPA). La segunda parte del trabajo de tesis fue din'gida a estudiar

los mecanismos de acción de dos efectivos inmunomoduladores (Avridine -AVR- y la

pared de Mycobacterium -PCM) capaces de inducir una prolongada respuesta humoral
en los animales inmunizados.

Como resultado global se demostró que el fenómeno de PA es el responsable de la

inducción y mantenimiento de la respuesta humoral anti-VFA independientemente de la

forma de inmunización utilizada (infección experimental, inmunización con diversas

dosis de VI o mediante la utilización de inmunomoduladores).
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l.................................................

II OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS

El objetivo fundamental de este trabajo de Tesis Doctoral, fue obtener una

formación cientifica que me permita generar y llevar a buen puerto un trabajo de

investigación.

En cuanto al tema específico en sí fue:

i) Estudiar los mecanismos inmunológicos que permiten la inducción y

establecimiento de la prolongada respuesta inmune humoral al VFA en un modelo

murino experimental.

ii) Comprender los mecanismos de acción de distintos inmunomoduladores que

posibilitan la inducción de una mejor respuesta inmune al VFA.

Para poder cumplir los objetivos generales propuestos fue necesario alcanzar los

siguientes objetivos parciales.

-Determinar el (o los) órgano(s) y la (o las) población(es) celular(es) que participan

en la prolongada respuesta inmune humoral.

-Establecer la posible presencia de una persistente infección viral.

-Establecer la presencia e importancia de la PA en la prolongada respuesta humoral
en los animales infectados.

Dado que se determinó la presencia de CPA se procedió a:
-Determinar el rol de la masa viral en la PA.

-Caracterizar la (o las) población(es) celular(es) involucrada(s) en el fenómeno de PA
-Caracten'zar el efecto de distintos lnmunomoduladores en la PA.

Determinar el rol dela PA en animalesvacunados.

-Establecer la correlación in vivo entre la presencia de antígeno circulante y la PA en

la producción de Acs contra el VFA en animales vacunados.

Determinar el rol de la PA en la respuesta inmune a distintos antígenos defindos

(péptidos sintéticos).
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HI MATERIALES Y METODOS

III.1 Ratones

Se utilizaron ratones lactantes y adultos dela cepa endocriada Balb/c de 60-90 días de

edad del Bioterio de INTA-Castelar. También se utilizaron ratones de las cepas

endocriadas, C3H del bioterio del Hospital Roffo y C57 Black, Nu/Nu y Nu/+

provenientes de la Comisión Nacional de Energia Atómica (CNEA).

llI.2 Virus

Se utilizó VFA subtipo Ol Campos obtenido de epitelio lingua] bovino con 2 pasajes

posteriores en células BI-{K-2], perteneciente al cepario de INTA. Este se encuentra

almacenado en el banco de nitrógeno líquido del laboratorio de Enfermedades Exóticas
del CICV INTA-Castelar. Su título es de 107,5 dosis letales ratón lactante 50%

(DLRL50%)/ml.

III.2.1 Obtención de virus

A partir del virus semilla, se lo multiplicó el virus en frascos rodantes con monocapa

de células BHK-Zl realizando infecciones cortas con alta multiplicidad de infección

(MI). Se inoculó 0,1 ml del virus semilla, se lo adsorbió por una hora a 37°C y, luego del

agregado de medio MEM suplementado con 10% de triptosa fosfato, se dejó progresar

la infección durante 5 horas para congelar los frascos a -20°C inmediatamente. A las 12

horas se descongelaron los frascos, se ajustó el pH a 7,4 y se centn'fiigó a 6000

revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 30' a 4°C para eliminar los restos celulares. Del

sobrenadante se separaron alícuotas para su titulación por infectividad en ratón lactante.

III.2.2 Inactivación de virus

El virus así obtenido se inactivó usando bromuro de etilenimina (BEI) (Bahnemann,

1974). Brevemente: se agregó a la suspensión viral BEI 0,1M al 1%. Se mantuvo

durante 24 horas a 37°C en agitación permanente. El inactivante excedente se neutralizó

con tiosulfato de sodio 0,1M al 1%. Se dejó reposar la suspensión viral por 48 horas a

4°C y luego se la centn’fiigó por 30' a 4°C a 6000 r.p.m.. Por último se realizó el control
de inocuidad del virus inactivado mediante la inoculación i.m. de 100 ratones lactantes

para descartar posible presencia de virus infectivo residual. El título viral previo a la

inactivación file siempre mayor a 107,5 DLRL50%.

Materiales y métodos 34



III.2.3 Purificación de virus

El virus inactivado se concentró con polietilenglicol 6000 al 7%. Se lo centn'fiJgó a

6000 r.p.m. durante 60' a 4°C; el pellet se lo resuspendió en Tn'sClNa (0,02 : 0,15 M )

pH 7,5; se lo clarificó 30' a 6000 r.p.m. y el sobrenadante se centn'fugó a 15000 r.p.m.

durante 17 horas a 4°C. Este material file resuspendido en Tn's-ClNa y se mantuvo en

nitrógeno líquido hasta su purificación mediante de un gradiente preparativo de sacarosa

15-45 % p/v (40000 r.p.m., 10°C, 77'). La masa vírica obtenida se cuantificó por

absorbancia a 259 nm. El material así obtenido fue utilizado para inmunizar í.p. los

ratones para realizar los experimentos de reconstitución inmunológica. La misma

metodología se usó para purificar al VFA activo.

111.3. Acs monoclonales utilizados

Se utilizaron los siguientes ACM:

-anti Thy 1.2 (ATCC TIB 199) marcador de células T

-anti L3T4 (ATCC TIB 207) marcador de células T
colaboradoras

-anti LyT22 (ATCC TIB 150) marcador de células T
citotóxicas

-anti B220 (ATCC TIB 146) marcador de células B

-anti Ag membrana (ATCC TIB 227) marcador de células
dendríticas

-anti I-Ad CMI-Iclass II (MABS 6275) marcador de células capaces

de presentar antígeno

III.3.1 Obtención a partir de sobrenadante de cultivo.

Los hibridomas N° 207, 227 y 146 fueron cultivados en medio RPMI 1640

conteniendo 10% suero fetal bovino (SFB), 1% de antibiótico y Hepes 10 mM. El

agregado de Hepes permitió mantener constante el pH del medio (7,2) y aumentar
sensiblemente el número de células obtenidas. Los hibridomas fiJeron crecidos en botellas

T-75 en estufa de 37°C con 5% de C02. El sobrenadante de cultivo file centrifiigado a

15000 rpm por 15 minutos (para eliminar las impurezas); los clarificados fueron

concentrados 10 veces por ultrafiltración mediante AMICON, y purificados mediante

cromatografias de inmunoafinidad utilizando (Proteína A, Proteína G) y mediante un

tamiz molecular (Sephacryl 300).

Materiales v métodos 35



[11.3.2 Obtención a partir de líquido ascítico de ratón

Se inyectaron 107 células de los hibridoma N°99, N°150 por vía i.p. a ratones que

habían sido inoculados 14 días antes por la misma vía con 0,2 ml de pristane (SIGMA).

Se recogió posteriormente líquido ascitico de los. ratones tratados y se lo congeló a ­

20°C. Una fracción del líquido ascitico proveniente del hibridoma N°99 se pun'ficó por

precipitación con sulfato de amonio al 50%. El precipitado se dializó contra PBS pH 8

hasta la eliminación del sulfato de amonio remanente. El precipitado se tituló por la

técnica de lisis mediada por complemento utilizando células de timo de ratón como

sustrato. La cuantificación de la lisis celular se determinó por la técnica de exclusión con

colorante azul tn'pán.

La otra fracción del liquido ascitico del hibridoma N° 99 precipitado con sulfato de

amonio, y el precipitado con sulfato de amonio del hibridoma 150 fiJeron purificados por

columnas de Sephacryl 300.

Los Acs purificados fiJeron guardados a -20 °C para ser marcados con isotiocianato

de fluoresceína o utilizados en las pruebas de bloqueo de la PA.

lll.4 Obtención de sueros policlonales de conejo anti-VFA Ol Campos y
ovoalbúmina (OVA)

Se inocularon por vía i.m. 2 conejos con VFA inactivado y purificado y 2 conejos con

OVA (SIGMA) en Adyuvante de Freund Incompleto (AFI). Los conejos recibieron

reinmunizaciones a los 2] y 42 días de la primera inoculación y fueron sangrados a

blanco 20 días después. Los sueros se obtuvieron incubando la sangre en placas de petn'

de 15 cm de diámetro durante toda la noche a 4°C. Los Acs fiieron pun'ficados mediante

la utilización de columnas de Proteína G y guardados a -20 °C hasta su uso.

Ill.5 Purificación de AcM mediante cromatografía en columnas

¡11.5.1 Cromatografía de inmunoafinidad (Proteína A o G)

Se sembró 2 ml de ascitis (diluido 1/4 en PBS) en la columna de Proteína A o G, se la

incubó 60 minutos a temperatura ambiente, luego se la lavó con PBS (al menos tres

volúmenes de columna). Se eluyeron los Acs con bufl‘er glicina 0,1 M pH 3,

recogiéndose fracciones de l ml, siendo éstas neutralizadas (a pH 7 aproximadamente)

con 100 ul de buffer Tris 0,1 M, pH 8. La cuantificación de la proteína se realizó por

espectrofotómetro a 280 nm. La estimación de la concentración de inmunoglobulinas se

calculó multiplicando la absorvancia leída por un factor de 0,7 (mgml).

Materiales y métodos 36



[11.5.2 Cromatografía de filtración (Sephacryl 300)

Para la purificación del Ac anti-Thy] .2 y anti-lyT22 (ambos ACM son IgM) se realizó

cromatografia de filtración con una columna de Sephacryl 300.

Se utilizó una columna de 30 ml de capacidad y en ningún caso la cantidad de muestra

sembrada superó el 5% de ese volumen. Las concentraciones de las muestras a separar

fueron medidas por el método de Lowry y siempre fueron menores a los 30 mg/ml. Se

utilizó bufi'er PBS 0,01 M pH 7 y una velocidad de corrida de 4 a 5 gotas por minuto.

Las muestras se recolectaron en fracciones de 0,5 ml y fiJeron leídas a una absorvancia

de 280 nm en un espectrofotómetro Beckman DU-70 para la estimación de la

concentración proteica.

111.6 Marcación de Acs con isotiocianato de fluoresceína

Se adicionó gota a gota 50 ¡,41de isotiocianato de fluoresceína (disuelto en dimetil

sulfóxido l mg/ml.) por cada ml de Ac (2 mg/ml disuelto en Carbonato de Sodio 0,1 M

pH 9,0). La mezcla fue incubada a oscuras durante 8 horas en agitación y posteriormente

se agregó el NH4Cl hasta obtener una concentración final 50 mM. Después de 2 hs a 4

°C los Acs marcados fueron tratados con glicerol al 5% y separados por una columna de

Sephadex 25 para eliminar la fluoresceína libre. La relación fluoresceína-proteína fue

estimada midiendo la absorvancia a 495 nm y 280 nm. y en todos los casos se encontró

una tasa que osciló entre 0,3 y 0,7.

111.7 Péptido 135-160 de VPl OlC

El péptido file producido por el método de t-Boc en un sintetizador automático Du

Pount Coupler 2200. Se trabajó con la secuencia 135-160 de VPl del VFA O] Campos

publicada por Cheung et.al., (1983).
Secuencia aminoacídica:

Pl 135-160 Arg Thy Ser Arg Asn Ala Val Pro Asn Val Arg Gly Asp

Leu Gln Val Leu Ala Gln Lys Val Ala Arg Thr Leu Pro

P2 135-144 Arg Thy Ser Arg Asn Ala Val Pro Asn Val

P3 140-149 Ala Val Pro Asn Val Arg Gly Asp Leu Gin

P4 145-154 Arg Gly Asp Leu Gln Val Leu Ala Gln Lys

P5 150-160 Val Leu Ala Gln Lys Val Ala Arg Thr Leu Pro
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111.8 Formulación de las diferentes vacunas

III.8.l Vacuna anti-VFA

Se formularon vacunas con diferentes dosis de virus pun'ficado e inactivado (0,5, 1,0,

5,0 y 10 ug). Las vacunas fiieron emulsiones agua en aceite conteniendo el Ag en la fase

acuosa (PBS), siendo la relación fase acuosa/oleosa 1:1. El volumen de inóculo fiie de

0,2 ml de vacuna administrado por via i.p.

"1.8.2 Vacuna anti OVA

Se formularon con dos dosis de Ag (10 y 100 ugr de OVA). Las vacunas son agua en

aceite, de igual manera que las vacunas anti-VFA.

III.8.3 Vacuna anti-péptido 135-160de VPl OlC

Se formularon vacunas con diferentes dosis de Ag (5, 10, 25, 50 y 100 ug.) Las

vacunas son también emulsiones agua en aceite, de igual manera que las vacunas anti­
VFA.

III.8.4 Vacuna anti-VFA formulada con AVR o PCM

Es ampliamente conocido el hecho de que la inmunogenicidad de cada subtipo del

VFA es diferente (Perez Filgueira, 1996). Por tanto, en razón a las características de

los inmunógenos utilizados, se colocaron cantidades diferentes de cada uno de los

subtipos virales. Así, para el virus C3/85 se empleó una menor masa en la elaboración

de las vacunas, comparado con el Ol-Caseros, respetando las proporciones utilzadas a

nivel industrial. Las restantes cepas fueron incluidas en concentraciones intermedias
entre estas dos.

Para la formulación de las vacunas se utilizaron los subtipos de VFA 01 Caseros,

C3/85, A87 y A79. Las masas antigénicas utilizadas fueron: para Ol Caseros = 0,22

ug, para C3/85 = 0,08 ug, A79 = 0,19 ug y para A87 = 0,17 ug.

Los inmunomoduladores utilizados fueron PCM (Berinstein et. al.l99l) y AVR

(Berinstein et. al. 1993). Las concentraciones utilizadas fueron 4 ug/dosis para PCM y

800 ug/dosis para AVR siendo adisionado a la fase oleosa dela emulsión.
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m9 Inmunización

III.9.l Con virus infeccioso

Los ratones adultos fueron inoculados por vía i.p. con. 104 dosis letales ratón lactante

50% (DLRL 50%) de la cepa viral O] Campos en 0.5 ml de PBS pH 7.2.

III.9.2 Con las distintas vacunas

Ratones BALB/C fiieron inoculados por via i.p. con dosis de 0,2 ml de las diferentes

preparaciones vacunales.

[11.10 Extracción de sangre, obtención de plasma y suero

Los ratones adultos fiJeron anestesiados con éter y luego sangrados por el seno

retroorbital. La sangre fue recogida en tubos heparinizados que fueron centn'fiigados por

5' a 1500 r.p.m. a 4°C. El plasma sobrenadante se conservó en viales a -20°C hasta su
utilización.

Hl.ll Titulaciones

lll.l 1.1 Titulación de virus

Las muestras fueron tituladas en ratón lactante mediante la inoculación im. de 0,05

ml de diluciones en base 10 de la muestra original en PBS. Cada dilución fue inoculada

en una camada de 6 ratones lactantes. Los títulos se calcularon por el método de Reed y

Muench a los 7 d.p.i.

III.ll.2 Titulación de Acs Neutralizantes

Se empleó el método "suero fijo-virus van'able" para determinar el índice

seroneutralizante (ISN) en ratón lactante (Cunha et. al, 1957); se realizaron diluciones

en base 10 de un stock de virus Ol Campos de titulo conocido. Las diluciones de virus

se mezclaron en partes iguales con plasma inactivado (30' a 56°C) y diluido 1/5. La

mezcla se incubó por 60' a 37°C y posteriormente a 4°C por 30'. Los ratones lactantes

fueron inoculados por vía i.m. con 0,05 ml de esta mezcla. El ISN se determinó por la

fórmula. ISN = Título virus - Título mezcla plasmazvirus.
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Ill.ll.3 Titulación de Acs totales anti-virus mediante un ELISA indirecto

Se realizó un test de ELISA sandwich indirecto para la detección de los Acs anti-VFA

y uno indirecto para la detección de Acs anti-péptido. Se 'sensibilizaron placas Inmulon II

(Dynatech) de 96 pocillos con suero de captura conejo anti-VFA 01 Campos o con cada

uno de los péptidos utilizados (15 ugr/ml) en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6.

Luego de una incubación de 12 horas a 4°C se Iavaron las placas 3 veces con PBS­

Tween 20 (0,5%)(PBST) pH 7.4 (todos los lavados se realizaron con el mismo buffer).

Para la detección de Acs anti VFA las placas se incubaron por 45' en agitación constante

a 37°C (todas las incubaciones se realizaron bajo las mismas condiciones) con una

dilución apropiada de VFA en buffer de bloqueo (PBST 5% suero normal equino) (BB).

Para ambos ensayos, las placas se Iavaron y se las incubaron con las diluciones

apropiadas, en BB, de los sueros a testear. Luego se Iavaron 3 veces y se incubaron con

suero anti-ratón marcado con peroxidasa (Jackson). Finalmente, las placas se Iavaron S

veces y se incubaron con una solución reveladora buffer citrato-fosfato pH 5,

conteniendo orthophenilene diamina dihydrochloride (OPD), H202 (3%). Se fi'enó la

reacción con el agregado de HZSO4 2,5 N y se leyeron las placas a 490 nm. Los títulos

de Acs fiJeron expresados como el logaritmo de la inversa de la mayor dilución que

duplica la absorvancia alcanzada por un grupo de sueros de animales normales

Ill.12 Determinación dela persistencia viral mediante

lll.12.l Cocultivo de esplenocitos con células de tiroides bovina

Las células de bazo de los animales analizados fiJeron obtenidas por maceración del

órgano. Estas fiieron entonces resuspendidas en medio 199 conteniendo 5% SFB, su

viabilidad fue analizada mediante la tinción vital con azul tripan y ajustado su número a la

concentración deseada. Los esplenocitos (3 x104) fiJeron cocultivados con monocapas

de células de tiroide bovina durante 48-72 hs. La determinación de efecto citopático se

utilizó como criterio de la presencia de virus infeccioso.
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HI.12.2 Inoculación de macerado de células esplénicas a ratones lactantes

Esplenocitos obtenidos de la manera anteriormente descripta fueron inoculados por

vía i.m. (0,05 ml) a ratones lactantes de 5-7 días de edad (Lopez et. al. 1991). El efecto

viral de determinó por letalidad a los 7 d.p.i.

III.12.3 Detección de genoma viral en células esplénicas murinas mediante el

ensayo de PCR.

Células de bazo (4 x 106) fueron suspendidas en 180 ul de MEM Eagle y mezcladas

con 40 ul de proteinasa K (0.5% de SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM EDTA, 20 ul

de Vanadly fibrocomplex y 25 pl de proteinasa K (2 mg/ml)) e incubado por 30 minutos

a 37 °C. Luego de dos extracciones con fenol-cloroformo, los ácidos nucleicos (AN)

fueron precipitado en etanol, disecados y resuspendidos en 6 [1.]en agua destilada.

El método descripto por Mayer fire utilizado (Mayer et. al.; 1991) para la

transcripción reversa y PCR. Un par de 20 oligonucleótidos correspondientes a las

posiciones 598 y 958 del gen de la polimerasa d‘elVFA descripto por Martinez-Salas,

1993 fire sintetizado para el uso en la reacción de PCR. El análisis del producto del PCR

fire hecho en un gel de agarosa al 1.8% y conido en buffer TBE a 150V. Bandas de 380

bases fireron visualizadas luego del tratamiento con bromuro de etidio. El Southern blot

se realizó utilizando un oligonucleótido de 30 bases interno a los iniciadores marcado

con digoxigenina en la región 3'. El revelado se realizó siguiendo las indicaciones del

fabricante (Boehringer- Menhein).

[11.13 Preparación de suspensiones celulares

Los bazos de los animales fueron macerados entre dos portaobjetos estériles

esmerilados y las células resuspendidas en medio 199 5% SFB; luego de ser lavadas 3

veces con el mismo medio, las células fireron contadas y su viabilidad cuantificada con

azul tripán.
Para la obtención de células B un total de 800 x 106 células totales de bazo se

incubaron durante 60' a 37°C en una atmósfera con 5% de C02 en un volumen de 50 ml

(lO ml por caja de Petri). Las células no adherentes del sobrenadante se lavaron una vez

(por centrifugado a 1200 r.p.m.) y fireron incubadas con suero monoclonal anti-Thy

lítico más complemento de cobayo 60' a 37°C. Al finalizar la reacción se lavaron las

células por centrifiJgado y se cuantificaron en presencia de azul tripán para detemiinar su
viabilidad.

Materiales y métodos 41



lOOOOOOOOOOÓOCOOOOOOOO00.000.00.00...COOOOOOOOOOOC

Para la obtención de células T se realizó pn'mero la eliminación de células adherentes

(del mismo modo que para la obtención de células B). Luego, un total de 100 x 107

células no adherentes de bazo se incubaron en columna de lana de nylon durante 60' a

37°C (Borca et. al., 1986). Las células eluídas fiJeron tratadas con suero de conejo anti­

Ig de ratón lítico más complemento de cobayo-eincubadas 60' a 37°C. Al finalizar la

incubación se lavaron las células por centrifugado y se contaron en presencia de azul

tn'pán para determinar viabilidad.

111.14 Caracterización de las poblaciones celulares

La pureza de las poblaciones celulares B y T obtenidas fue determinada por

inmunofluorescencia directa. Para las células B se utilizó un suero anti-Ig de ratón

(GIBCO) y para células T un suero monoclonal anti-Thy] .2; ambos acoplados a
isotiocianato de fluoresceína.

Para cuantificar la proporción de células dendn'ticas, T colaboradoras y T citotóxicas

presentes en el bazo de ratón se utilizaron los AcM purificados y marcados (ver III.3 y

III.6). Brevemente, 2,5 x lO5 células, suspendidas en 0,05pl de PBS pI-I7,2 con 10% de

SAB (Sigma) y 0,15% de azida sódica (PAA), se incubaron con igual volumen de una

dilución 1/2 del suero correspondiente por 60' a 4°C (agitando cada 15'). Luego las

células se lavaron por centn'fiJgación a 1200 r.p.m. (4 veces) durante 5' y finalmente se

resuspendieron en 0,2 rnl de PAA. y se las observó al microscopio con luz ultravioleta.

Se contaron al menos 100 células por muestra en luz visible y cuantificó las

fluorescentes. La pureza se expresó como:

% pureza = (Células fluorescentes x 100)/número de células totales.

¡[1.15 Preparación de las Células Presentadoras de antígeno

Para llevar a cabo los experimentos de PA fiJe necesario disponer de células capaces

de actuar como presentadoras de antígeno e incapaces de cumplir cualquier otro tipo de

función. Para lograr este fin fueron utilizadas las siguientes técnicas:

HI.15.1 Fijación de los esplenocitos con Glutaraldehído (GA)

Las células obtenidas por macerado de bazo fiJeron lavados 2 veces con solución

salina balanceada. Luego del recuento, 5 x 106 células se fijaron con 0,05% de

glutaraldehido (Sigma), durante 30 segundos a temperatura ambiente. La reacción se

frenó por el agregado de un volumen semejante de lisina 0,2 M (Sigma) en PBS pH 7,4.

Las células fueron entonces centn'fiJgadas y lavadas dos veces antes de ser utilizadas.
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IH.15.2 Inactivación de los esplenocitos por irradiación

In vivo: Con el objeto de determinar la dosis óptima de irradiación para la obtención

de CPA, tres grupos de animales dadores se irradiaron con 5,50, 6,50 y 7,00 Grys en la

bomba de cobalto C4M60 de la CNEA (Ezeiza); Lascélulas obtenidas de estos animales

fueron transferidas dos dias post-irradiación. Con esta metodología se obtuvieron entre

30 y 45 millones de células por animal dador.

In vitro: Para optimizar el rendimiento de células presentadoras por animal, la

suspensión celular primaria fue preparada en medio RPMI 1640 conteniendo 5% SFB.

Se efectuaron tres lavados con el mismo medio inicial y la última resuspensión se

realizó en medio RPMI 1640, 10% SFB. Las células fueron entonces irradiadas con 15 y

30 Grys en un Gamma Cell 220 con una fiJente de cobalto 60 de 13.203 curies. De esta

manera se logró obtener entre 90 y 110 millones de células por animal dador.

Todos los ensayos de PA descripos en este trabajo de tesis fueron realizados con

células irradiadas in vitro con 15 Grys.

III.16 Ensayos de transferencia celular

III.16.l Transferencia de esplenocitos de animales infectados o vacunados a

receptores (a) normales o (b) irradiados

a) Ratones de 60 a 90 días de edad fueron infectados o vacunados (111.9),y a distintos

tiempos post-inoculación sus esplenocitos (200 x 106) fueron transferidos a receptores

no tratados por vía i.p. Los niveles de Acs alcanzados se midieron a distintos tiempos

post-transferencia por SN y ELISA.

b) Se transfirieron 200 x 106 esplenocitos provenientes de animales infectados (180 a

210 d.p.i) a receptores que habían sido inmunosuprimidos por irradiación (6.5 Grys por

ratón) 24 hs antes de la transferencia. Como control, un grupo de 10 animales receptores

fiJe infectado (III.9.1) y a los 7 y 12 d.p.t. Se corroboró la presencia de virus circulante y

la ausencia de Acs anti-VFA mediante SN y ELISA.

III.16.2 Transferencia de CPA de animales infectados o vacunados a

receptores normales o sensibilizados previamente con el virus
inactivo

Se transfin'eron intraperitonealmente 135 x 106 CPA (III.15.2) de animales infectados

a receptores normales o a receptores presensibilizados (con 0.1, 0.5 o l ugr de VFA
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inactivo en PBS) y cuyos titulos séricos de Acs anti-VFA se habían negativizado (se

considera que un animal se negativizó cuando el titulo Acs por SN o por ELISA es < a

1). Los niveles de Acs alcanzados a los 9 y 12 días post-transferencia (d.p.t) fiieron

cuantificados por SN y ELISA.

Los ensayos de transferencia de CPA deanimales vacunados con las distintas

formulaciones fueron realizados en receptores presensibilizados (vacunados con 0,5 ugr

de VFA inactivo en PBS como vehículo) y negativizados.

¡[1.16.3 Doble transferencias

111.163.] Transferencia de esplenocitos de animales infectados o vacunados a

receptores normales y las CPA de estos a receptores presensibilizados

Se inocularon por vía intraperitoneal 200 x lO6 esplenocitos de animales infectados o

vacunados con los distintos inmunomoduladores (90 d.p.v.) a receptores normales.

Se midieron los niveles de Acs alcanzados a los 45 y 135 d.p.t. mediante SN y

ELISA. Estos receptores, a su vez, se utilizaron como dadores de CPA (150 x 106) que

fueron transferidas a receptores presensibilizados y negativizados. Los niveles de AcN

alcanzados a los 9 dias post- transferencia fiJeron cuantificados mediante SN y ELISA.

III.l7 Ensayos de producción e inhibición de Acs in vitro

La suspensión de células esplénicas fue obtenida por disrrupción del órgano por

medio de portaobjetos con bordes esmerilados en medio RPMI 1640 conteniendo 5%

SFB y Hepes lO mM. El agregado de Hepes permitió mantener constante el pH del

medio (7,4) y aumentar sensiblemente el número de células obtenidas por órgano ya que

los linfocitos murinos son muy sensibles a la alcalinización del medio, que ocurre al
tomar contacto con el ambiente.

Las células obtenidas fueron lavadas (3 veces) con el mismo medio y la última

resuspensión se realizó en medio RPMI 1640, 20% SFB, 10 mM Hepes, 0,1% 2­

mercaptoetanol (2-ME), y 1% de antibiótico. El rendimiento habitual fue de 80 a 120 x

lO6 células por bazo .

Cultivo y producción de Acs in vitro por linfocitos murinos:

Los cultivos fueron realizadas en placas de 96 pocillos, conteniendo 250 ul de

volumen final. Se realizaron pruebas manteniendo el cultivo durante diferente cantidad de

días y utilizando dos diferentes concentraciones de células. Como parámetro para
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seleccionar las mejores condiciones para la prueba se utilizaron la viabilidad celular y la

producción de Acs específicos detectados en el sobrenadante de cultivo. Para los ensayos

se utilizaron linfocitos de bazo de ratón Balb/c inoculados intraperitonealmente con 104

DLRL50%. Como control positivo del modelo se utilizaron linfocitos de bazo de ratón

Balb/c vacunados intrapen'tonealmente con lO ugr-de OVA en AIF.

Se eligió la OVA como un control (+) del modelo de producción de Acs in vitro

debido que es conocida la capacidad que posee para ser presentada eficientemente en el

contexto de CMI-Ide clase II (Vidard et. al, 1992)

Prueba de inhibición de la producción de Acs específicos mediante el blogueo con Acs
monoclonales

Se midió el efecto de varias concentraciones de AcM anti-CMH de clase II; L3T4;

8220 y Thy 1.2 y Acs policlonales anti OVA y VFA en la inhibición de la producción de
Acs in vitro. Los ratones fueron infectados con lO4 DLRL50% o vacunados con las

diferentes formulaciones. A los 90 dias, las células esplénicas fiieron removidas y se

prepararon los cultivos celulares de la manera descripta anteriormente. Concentraciones

diferentes de Acs bloqueantes fiJeron adicionadas en el medio de cultivo durante el

pn'mer dia del ensayo. AJ segundo día el medio de cultivo fue reemplazado con el objeto

de eliminar el exceso de Acs bloqueantes y 5 días después se cuantificó la presencia de

Acs en el sobrenadante de los cultivos mediante el ensayo de ELISA.

III.18 Ensayos de inhibición de la Presentación Antigénica in vivo

Se incubaron (CPA 500 x 106) (111.152) de animales infectados (180 d.p.i.) con un

AcM anti I-Ad CMH class II (0,05 mg/ml) o con un suero anti OVA (como

control)purificado por una columna de Proteína G (0,05 mg/ml).

La presencia de CPA fue determinada utilizando el método detallado en el punto
III.16.2
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IV RESULTADOS

IV.1 Evaluación in vivode las bases celulares de la prolongada

respuesta inmune humoral en animales experimentales
infectados o inmunizados con virus inactivo purificado (VI).

lV.l.l Evaluación del (o los) órgano(s) involucrado(s) en la inducción y

mantenimiento dela respuesta inmune humoral inducida durante la
infección con VFA.

Con el fin de evaluar el o los órganos linfoideos involucrados en la producción de la

respuesta inmune humoral en animales infectados con VFA, se infectaron ratones adultos

Balb/c y a los 90 d.p.i. se midió el ISN. Las células de bazo, hígado, ganglios inguinales y

las combinatorias de éstas fueron transferidas a animales receptores normales, y a los 60

días post transferencia (d.p.t.) se determinó su ISN (figura 3).

Solamente los animales que recibieron las células provenientes del bazo fueron

capaces de inducir una respuesta detectable de AcN (tabla 1).
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Figura 3 Esquema de transferencia celular para la evaluación de la prolongada

respuesta humoral al VFA

RECEPTORES NORMALESMucha
A diferentes licmpos posi-lrnnsfcrcncin

DETERMINACION DE ACS POR ELISA Y

POR SERONElÏ'I‘KHJ'IACION

Tabla l Acs neutralizantes inducidos en receptores normales

150x106

Gru o Bazo Ganglio Hí ado ISN DS

control (—) 14o x 106 3o x 106 3o x 106 0,30 0,15
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Ratones Balb/c no tratados recibieron i.p. células de distintos órganos provenientes de

animales infectados (ISN de los dadores 4.2 ). A los 60 d.p.t. se obtuvieron muestras de

plasma de 3 animales por grupo y se determinó su ISN. Los valores de la tabla

corresponden al promedio de las 3 mediciones. El DS fue siempre inferior a 0,40 en

todos los grupos experimentales.

IV.l.2 Caracterización de las células de bazo utilizadas en los experimentos

de transferencia de células esplénicas.

Tabla 2 Caracterización fenotipica (por inmunofluorescencia) de las células de bazo de

animales a los 90 días post-infección

Células de bazo (2.5 x 105) provenientes de animales infectados fueron caracterizadas
utilizando los diferentes AcM marcados con FICT. Se cuantificaron la cantidad de

células fluorescentes correspondientes a un total de al menos 100 células observadas con

luz visible. La pureza se expresó como:

% pureza = (número de células fluorescentes / número de células totales) x 100.

IV.l.3 Evaluación del número óptimo de esplenocitos provenientes de

dadores infectados necesariospara inducir una prolongada respuesta

humoral en un receptor normal

Para optimizar el número de células en los futuros ensayos de transferencia, se estudió

la respuesta de ACN inducidos en los receptores normales luego de ser transferidos con

50 x 106, 100 x 106, 150 x 106, 200 x 106 y 300 x lO6 esplenocitos provenientes de

animales infectados (90 d.p.i.) (figura 4). Tanto 200 x 106 como 300 x 106 células

indujeron una respuesta de AcN elevada hasta el final del experimento (día 180 p.t.). Los

animales que recibieron 150 x lO6 células presentaron una respuesta de AcN menor

mientras que aquellos receptores que recibieron cantidades inferiores a 150 x lO6 no
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mostraron títulos detectables de Acs. Se eligió 200 x 106 como el número óptimo de

células a utilizar en los siguientes experimentos.

Figura 4 Transferencia de distinto número de esplenocitos de dadores infectados

a receptores normales

6

——I—— 50x10
6f —D—100x10
6/\/\ __M,__150x10

—<% 200x16

——h—300x16/
120 150 130

daa

Ratones Balb/c recibieron i.p. distintas cantidades de esplenocitos provenientes de

dadores infectados. A diferentes d.p.t. se obtuvieron muestras de plasma de 4 animales

por grupo y se determinó el ISN. Cada punto corresponde al promedio de 4 mediciones.

El DS fiJe siempre inferior a 0,40 en todos los grupos experimentales.

IV.1.4 Efecto de la antigüedad dela respuesta inmune en la capacidad de

esplenocitos provenientes de dadores infectados en inducir Acs en

receptores normales

Se transfin'eron esplenocitos a los 90, 120 y 180 días post-infección a receptores

normales con el fin de analizar la capacidad de inducir AcN en el nuevo huésped.

Los receptores montaron una significativa respuesta de ACN que fue detectada recién

a los 30 d.p.t y que se prolongó hasta el día 210 (tiempo que duró el experimento) sin

que haya diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales (figura 5).

De hecho, las células transferidas fiieron capaces de inducir en los receptores una

respuesta similar ala que se desarrolla en un ratón virgen que es infectado con VFA.
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Figura 5 Transferencia de células provenientes de dadores infectados a distintos

d.p.i. a receptores normales
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Ratones Balb/c vírgenes recibieron i.p. 200 x lO6 esplenocitos obtenidos de dadores a

distintos tiempos post-infección. A diferentes d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de

3 receptores por grupo y se determinó el ISN. Cada punto corresponde al promedio de 3

mediciones y el DS fiie siempre inferior a 0,35.

IV.l.5 Evaluación dela capacidad de dadores inmunizados con diferentes

vacunas en la inducción de una respuesta humoral en receptores
normales

IV.l.5.l Transferencia de esplenocitos provenientes de dadores inmunizados
con distintas dosis de virus inactivado

Para analizar si el fenómeno de transferencia de la respuesta inmune era dependiente

de la presencia de la replicación viral en el dador, células de bazo de animales vacunados

60 días antes con 0,1, l y lO ugr de VI en PBS o AIP fueron transferidas a receptores

normales (figura 6 A y B).

Los resultados demuestran que el VI es tan eficiente como el virus activo en la

sensibilización de las células dadoras, por lo que el virus infectivo no sen’ael responsable

dela respuesta de AcN en los receptores.
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Es importante destacar que la respuesta de AcN anti-VFA obtenida en los receptores
correlacionó con los titulos de AcN de los animales dadores.

Como un segundo método de detección de Acs anti-aftosa, los sueros fueron también

analizados por ELISA. Los títulos de ELISA correlacionaron con los hallados por S.N.

Para corroborar la eficiencia del sistema de transferencia utilizado, se incluyó a OVA

como un antígeno control. La respuesta humoral inducida por el virus activo y el virus

inactivo fue similar a la de la OVA, que es una proteína bien descripta como inductora de

respuesta de memoria y PA (Vidard, et. al., 1992).

Figura 6 A y B: Transferencia de esplenocitos de animales infectados o vacunados

a receptores normales
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Ratones Balb/c vírgenes recibieron i.p. 200 x lO6 esplenocitos de dadores infectados,

vacunados con lO ugr de OVA en AIP, o inmunizados con distintas concentraciones de

Vl en PBS o AIF. A diferentes d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 3 receptores

por grupo y se detenninó el ISN (figura A) y los Acs anti-VFA y anti OVA por ELISA

(figura B). Cada punto representa al promedio de 3 mediciones. En la figura A el DS fue

siempre infen'or a 0,35, mientras que para la figura B el DS file siempre inferior a 0,20.

Los valores entre paréntesis corresponden a los títulos de Acs de los animales dadores a

los 60 d.p.v.

IV.l.5.2 Transferencia de esplenocitosde dadores inmunizados con vacunas
formuladas con diferentes inmunomoduladores

Con el fin de analizar la influencia de diferentes inmunomoduladores en la formulación

de vacunas que utilizan VI como antígeno, células de bazo de animales vacunados con

VI + AVR, VI + PCM y VI (sin el agregado de inmunomodulador) en el vehículo oleoso

fiieron transferidos a receptores normales.

Las células de animales inmunizados con VI + AVR indujeron Acs anti-VEA

detectados por ELISA y SN en los receptores normales de igual forma que los

esplenocitos de animales infectados. Los animales que recibieron las células de los

animales vacunados con VI + PCM o el VI en vehículo oleoso, llamativamente sólo

produjeron altos titulos de Acs anti-VFA detectables por ELISA mientras que la

respuesta de AcN lindó con los valores basales (figura 7 A y 7 B).
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Figura 7 (A y B) Transferencia de esplenocitos de animales infectados o inmunizados con

vacunas inmunomoduladas a receptores normales
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Ratones Balb/c fueron inmunizados con diferentes formulaciones y a los 60 d.p.i 200

x 106 esplenocitos fueron transferidos a receptores normales. A los 30 (A) y 60 (B)

d.p.t. se obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo. Cada muestra de

plasma se analizó por S.N. y ELISA.
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IV.2 Identificación de los tipos celulares involucrados en la transferencia

de la respuesta humoral en dadores infectados

Para identificar el tipo celular responsable de la transferencia de la respuesta inmune a

los receptores normales se transfirieron poblaciones celulares altamente enriquecidas de

células no adherentes, células B y células T.

Mientras las células no adherentes y las células B indujeron una respuesta semejante a

las células totales de bazo, los linfocitos T purificados fueron completamente ineficientes;

por lo tanto, los linfocitos B resultaron ser suficientes para la inducción de Acs en los

receptores normales (figura 8).

Figura 8 (A y B) Transferencia de células no adherentes, células B y células T de dadores

infectados a receptores normales
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Grupos de ratones Balb/c vírgenes recibieron i.p. esplenocitos de dadores infectados

(200 x 106), células no adherentes (130 x 106), células B (95% de pureza) (95 x 106) o

con células T (94% de pureza) (95 x 106), respectivamente. A diferentes d.p.t se

obtuvieron muestras de plasma de 3 receptores por grupo y se determinó el ISN (figura

A), y los Acs anti-VFA por ELISA (figura B). En la figura A el DS fiJe siempre inferior a

0,35, mientras que para la figura B el DS fire siempre inferior a 0,20.

IV.2.l Papel de las células plasmáticas en la transferencia dela respuesta
humoral

Ya que los linfocitos B son sensibles a la irradiación (Ruhl, et. al., 1973) y que las

células plasmáticas son resistentes a ésta (Blazck, 1976, Dobranova, et. al.,1983), se

utilizó esta caracteristica para evaluar el papel de los plasmocitos en la prolongada

inducción de Acs en los receptores.

La transferencia de esplenocitos provenientes de dadores infectados indujo una

respuesta humoral en los animales receptores irradiados. Dicha respuesta se incrementó

cuando se adicionó virus en los animales receptores, lo que demostró que entre los

esplenocitos transferidos existen células B que son capaces de diferenciarse a células

plasmáticas (figura 9). Además, la transferencia de esplenocitos irradiados file incapaz de

inducir Acs en ambos grupos (el grupo que recibió los linfocitos irradiados + PBS y el

que recibió los linfocitos irradiados + virus) (figura 9) demostrando que los Acs

inducidos en los animales receptores son la consecuencia de la diferenciación de células

B a células plasmáticas y no el producto de las células plasmáticas transferidas.
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Figura 9 Transferencia de esplenocitos provenientes de dadores infectados o

infectados e irradiados a animales receptores irradiados
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Ratones Balb/c irradiados recibieron i.p. 200 x 106 esplenocitos provenientes de

dadores normales, infectados o infectados e irradiados. Cada grupo de animales

receptores fiJe dividido en dos y se les inoculó i.p. virus o PBS (como control). A los 7 y

12 d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo y se determinó el

ISN. Cada punto corresponde al promedio de 3 mediciones.

IV.3 Evaluación dela respuesta inmune humoral inducida en ensayos de

transferencia de esplenocitosutilizando ratones con diferentes

haplotipos.

Con el objeto de determinar si diferentes CMI-I de clase II pueden afectar la inducción

de Acs en los animales receptores normales se evaluó la respuesta humoral inducida en

ratones C3H y C57 Blacks (haplotipo k/k y b/b respectivamente) a distintos d.p.t. Los

animales receptores fueron transferidos con esplenocitos provenientes de animales

infectados, vacunados con 10 ugr de VI en vehículo oleoso, lO ugr de OVA en el mismo

vehiculo o con células de animales no tratados, como control negativo. Como fue

mencionado anteriormente la OVA fue utilizada como control positivo debido a que se

ha demostrado que esta proteína es presentada muy eficientemente en el contexto de

CMI-I de clase II (Vidard, et. al., 1992) (figura lO A y B).
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Los resultados demuestran que la inducción de Acs en el modelo experimental no es

dependiente del haplotipo.

Figura 10 A Transferencia de esplenocitos provenientes de animales C3H

infectados,o vacunados con diferentes formulaciones, a animales

receptores C3H normales

itulo ELISA (log 10) A

F:

días post transferencia

IÉ 10ugrVFA i:i infectado i lOugrOVA m notratado]
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Figura 10 B Transferencia de esplenocitos de animales C57 Black infectados, o

vacunados con diferentes formulaciones, a animales receptores C57
Black normales

¡:qu ELISA (log 10) B

3"i F;
2_

1 _

os J
30 60 90

días post transferencia

IÉ 10uE VFA El infectado

Ratones vírgenes C3H y C57 Blacks recibieron i.p. 200 x lO6 esplenocitos

provenientes de dadores singenéicos infectados, vacunados con lO ugr de VI en AFI o

inmunizados con lO ugr de OVA en AFI. A diferentes d.p.t se obtuvieron muestras de

plasma de 3 animales receptores por grupo y se determinó por ELISA los Acs anti-VFA

y anti-OVA.

Í
r lOugrOVAwo tratadíl

IV.4 Evaluación del papel del sistema inmune de los animales receptores

en la respuesta humoral inducida post-transferencia

Con el fin de determinar si el sistema inmune de los animales receptores era

fimdamenta] en la inducción de Acs post-transferencia, se transfln'eron esplenocitos de

animales infectados a animales receptores que habían sido inmunosupn'midos

previamente mediante irradiación.
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Los esplenocitos provenientes de los animales infectados fueron capaces de inducir

una clara respuesta humoral en los receptores irradiados (figura ll). Estos resultados

indican que las células del donante son suficientes para el establecimiento del fenómeno

en el receptor.

Figura ll Transferenciade esplenocitos obtenidos de dadores infectados a

animales receptores irradiados

ítulo ELISA (log 10)
T _——¡

4 i.

—I—— irrad.

3 ü —D—— irrad. + virus
—o— irrad .+ cel. nonn.

—<>— irrad.+ cel. de inf,
2 —» —A— irrad.+ cel. de inf.

__ + virus

1«- /
L f ——i=——_¡o// 1 a

0 7 12

d.p.t.

Ratones Ban/c fueron irradiados con 6.5 grys 24 hs antes de ser transferidos con 200

x lO6 esplenocitos provenientes de animales infectados (180 a 210 d.p.i)

Un grupo de 10 animales receptores fiJe infectado (-—Ü—) como control de

inmunosupresión. A los 7 y 12 d.p.t. se midieron los Acs anti-VFA por ELISA. Los

resultados corresponden al promedio de 3 animales de dos ensayos independientes. El

DS fue siempre inferior a 0,25 en todos los casos.

IV.5 Estudio de la persistencia viral como posible causa de la prolongada

respuesta inmune humoral en los animales receptores

La duración de la respuesta humoral luego de la infección viral con VFA es

prolongada a diferencia a la inducida por vacunas convencionales con VI que son

significativamente más cortas.

Con el fin de detemu'nar si la persistencia viral era el mecanismo por el cual los

animales receptores (de esplenocitos provenientes de animales infectados) inducen una
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respuesta humoral por más de 360 d.p.t., se realizaron experimentos cuyo objetivo fiJe el

de detectar la posible presencia de virus infeccioso en las células transferidas.

Cocultivo de eSplenocitos con células sensibles al VFA (BHK y de tiroides

bovina)

Se cultivaron esplenocitos provenientes de ratones previamente infectados (30, 60 y

90 d.p.i) con células BHK 21 y con cultivos pn'mario de tiroide bovina. Se realizaron dos

pasajes ciegos con los sobrenadantes de cultivo, sin embargo, en ningún caso fiJe posible

detectar la presencia de virus infectivo. Como control positivo se utilizó esplenocitos de
dadores infectados 24 hs antes.

Inoculación de macerado de células esplénicas provenientes de animales
infectados a ratones lactantes

Se inoculó i.m. un macerado de células de bazo de animales infectados (30, 60 y 90

d.p.i) a 96 ratones lactantes de 5 a 7 días de edad . El efecto viral se determinó por

letalidad a los 7 d.p.i. En ningún caso fue posible detectar presencia de virus infectivo.

lV.6 Detección dela presencia de genoma viral en los esplenocitos
utilizadas en las transferencias

Para corroborar los resultados descn'ptos anteriormente se trató de detectar la

presencia de genoma viral mediante PCR en los esplenocitos de los animales infectados

que fueron utilizados como dadores en los ensayos de transferencia.

El ensayo de RT-PCR utilizado resultó 2 logaritmos más sensible que la detección de
virus infeccioso mediante la inoculación de ratones lactantes. Los resultados demostraron

que, con la sensibilidad de la prueba, no fiie posible detectar genoma viral en los

esplenocitos de dadores infectados.
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Tabla 3 A Sensibilidad del ensayo de detección de genoma viral por PCR.

Tabla 3 B Detección del RNA viral en esplenocitos de animales infectados

ratón infectado

ratón normal

ratón infectado

Visualización de las bandas amplificadas mediante Souther blot
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IV.7 Evaluación del papel dela Presentación Antigénica en la inducción y

mantenimiento dela respuesta humoral en animales infectados

Habiéndose descartado que la prolongada respuesta humoral inducida por los

esplenocitos de animales infectados en los animales receptores es debida a una infección

persistente, se decidió estudiar el fenómeno de PA y su posible papel en la inducción y

mantenimiento de la respuesta inmune.

IV.7.l Detección de células presentadoras de antígeno específicas para el
VFA en el bazo de animales infectados

En pn'mer lugar fire necesario desarrollar una metodología que permitiese detectar la

presencia de células CPA. Basicamente, se realizó una transferencia de esplenocitos

irradiados o fijados provenientes de animales infectados (un sistema en donde

supuestamente se encontraban presentes las CPA) a animales receptores normales con el

fin de inducir una respuesta pn'maria. La falta de esta respuesta llevó a utilizar animales

receptores presensibilizados (vacunados y negativizados), de manera que la respuesta

ante la potencial presencia de epitopes del VFA en las células donantes, fuera más rápida

y potente que la inducida en la respuesta primaria.

La fijación con glutaraldehído o irradiación de los esplenocitos permitió evitar que las

células de los animales donantes reaccionen produciendo Acs anti-VFA (Acs que podrían

ser confundidos con la respuesta inducida en los animales receptores) (figura 12).

En estos experimentos el animal receptor actúa como un sistema revelador, si se

detectan Acs anti-VFA implica que el antígeno fue presentado por las células transferidas

Se estandarizó la dosis de virus inactivo necesaria en los animales receptores de

manera que los animales se encuentren sensibilizados ante el virus pero sus niveles de

Acs hayan descendido a niveles basales (para evitar que los anticuerpos previos a la

transferencia no sean confundidos con los inducidos por las CPA) (figura 13).

Debido al bajo rendimiento de CPA obtenidas cuando se irradian los animales dadores

se procedió a irradiar los esplenocitos de los animales dadores in vitro (figura 14),

lográndose reducir en un 300 % el número de animales dadores necesarios.

La mayor sensibilidad fue obtenida cuando se irradiaron in vitro los esplenocitos con

15 Grys y se utilizaron animales receptores vacunados con 0,5 ugr de VI en PBS (Tabla

4).
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Figura 12 Ensayo de Presentación Antigénica: irradiación in vivo
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Figura 13 Cinéticas de las respuestas humorales de los receptores (previa a] ensayo

de PA)

1'“qu ELISA(lo; ¡0)
3
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3 ­

I I Í

RECEPTORES VACUNADOS CON

l 0 UGR DF. \'l EN PBS

Ratones Balb/c fueron inmunizados con 0,1; 0,5 y 1,0 ugr de VI en PBS. A diferentes

d.p.v se obtuvieron muestras de plasma de 4 animales por grupo y se determinó la

presencia de Acs totales anti-VFA por ELISA. Cada punto corresponde al promedio de

4 mediciones. En ningún caso el DS fiJe superior a 0,20.
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FIGURA 14 Ensayo de Presentación Antigénica: irradiación o fijación con GA
in vitro
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Tabla 4

Normal

Normal

Normal irradiado

Normal irradiado

Normal

Normal

Normal

Normal

Vacunado con 0.]

Vacunado con 0.1

Vacunado con 0.1

Vacunado con 0.1

Vacunado con 0.1

con 0.]

Vacunado con 0.1

0.5

0.5

con 0.5

con 0.5

Vacunado 0.5

con 0.5

con 0.5

con 1.0

Vacunado con 1.0

1.0

con 1.0

con 1.0

1.0

1.0

Establecimiento del sistema de Presentación Antigénica

15

células nor
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Células de bazo (150 x 106) provenientes de animales infectados (45 d.p.i.) fiieron

irradiadas o fijadas con GA (solo pueden actuar como CPA) y transferidas a animales

receptores irradiados, normales o presensibilizados. A los 9 días post-transferencia se

midió la respuesta de Acs por ELISA. Cada valor corresponde al promedio de 4
mediciones.

Una vez estandarizado el sistema de detección de CPA se evaluó la presencia de éstas

en animales infectados a distintos tiempos post infección (45, 60 y 365 d.p.i.).

Los esplenocitos irradiados provenientes de animales infectados (CPA) fueron

capaces de inducir una respuesta secundaria en los animales receptores

independientemente de la antigüedad de la infección (figura 15).

Figura 15 A Títulos de los dadores infectados a distintos tiempos

l I
x ÜISN

Título ELISA (log 10)JJ
I infectados nonnalesl infectados normalesl infectadosnormales I

45 60 365

días post infección

Ratones Balb/c fueron infectados con 10 x 104 DLRL 50% y a los 45, 60 y 365 d.p.i.

se obtuvieron las muestras de plasma de 4 animales por grupo. Cada muestra de plasma

se analizó por SN y por ELISA. Cada barra corresponde al promedio de 4 mediciones.
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FIGURA 15 B Detección de CPA en animales que fileron infectados a diferentes

tiempos

3 —r

__ l -El ISN
Título ELISA (log 10)

2 _.

1 _.

1

oi.tu; I a
CPA CPA CPA CPA CPA CPA
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45 60 365

días post infección

Ratones Balb/c presensibilizados recibieron i.p. 150 x 106 CPA provenientes de

animales infectados a distintos tiempos. A los 9 d.p.t se obtuvieron las muestras de

plasma de 3 receptores por grupo y se determinó el ISN y los Acs anti-VFA por ELISA.

Cada barra corresponde al promedio de 6 mediciones producto de dos ensayos

independientes.

IV.7.2 Habilidad de las células B como células presentadoras de antígeno

Los resultados descriptos previamente demostraron que las células B de animales

infectados eran las responsables de la inducción de Acs en los receptores normales

(figura 6A y B). Con el fin de conocer si los linfocitos B de animales infectados eran

capaces de presentar antígeno en este sistema, se evaluó el papel de las células B en la

presentación del antígeno. Los resultados demostraron que los linfocitos B son capaces

de presentan el antígeno eficientemente (figura 16 A y B).
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Ratones

obtuvieron

Figura 16 A

45
I normales infectados l normales infectados I

Balb/c fueron

con el VFA)

Títulos de Acs de los animales dadores (infectados a distintos tiempos

infectados con

díaspost infección

310

El ISN

analizó por SN y por ELISA. Cada barra corresponde al promedio de 3 mediciones

las muestras de plasma de 3 animales por grupo. Cada muestra de plasma se

10 x 104 DLRL 50% y a los 45 y 310 d.p.i. se

Título ELISA (log 10)
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Figura 16 B Detección de células B presentadoras de antígeno (CPA (B)) en
animales infectados
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Ratones Balb/c presensibilizados recibieron i.p. 90 x lO6 CPA (B) (linfocitos B

irradiados) provenientes de animales a distintos tiempos p.i.. A los 9 d.p.t se obtuvieron

las muestras de plasma de 4 receptores por grupo y se determinó el ISN y los Acs anti­

VFA por ELISA. Cada barra corresponde al promedio de 4 mediciones.

IV.7.3 Papel de las células T en los ensayos de PA

Para comprobar la importancia de las células T en los ensayos de PA se transfirieron

CPA provenientes de ratones Nu/+ y Nu/Nu (atímicos) a receptores presensiblilizados

Nquu y Nu/+.

Las CPA provenientes de animales Nu/+ infectados indujeron una importante

respuesta secundaria en los animales receptores Nu/+ pero fiieron incapaces de inducir

una respuesta en los receptores Nu/Nu, demostrando la importancia de la interacción

entre las CPA y las células T del animal receptor. Así mismo, las CPA provenientes de

animales Nu/Nu infectados fueron eficientes en su capacidad de presentar el antígeno

cuando fueron transferidas a receptores Nu/+, comprobando así que las CPA no

necesariamente dependen de la presencia de los linfocitos T del dador para su activación

(Tabla 5).
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Tabla 5 Papel de las células T de los animales receptores en los ensayos de PA

Dadores ISN DS Receptores Elis_a DS ISN DS

Nu/+ 4,00 0,70 Nu/+ 2,40 0,00 3,50 0,00

Nu/+ 4,00 0,70 Nu/N u 0,75 0,21 1,35 0,20

Nu/Nu 3,18 0,45 Nu/+ 2,40 0,00 3,50 0,00

Ratones Nu/+ y Nu/Nu presensibilizados recibieron i.p. 150 x 106 CPA provenientes

de animales infectados con 10 x 104 DLRL 50% (45 d.p.i.). A los 9 d.p.t se obtuvieron

las muestras de plasma de 3 receptores por grupo y se determinó el ISN y los Acs anti­

VFA por ELISA. Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones. Los controles de

irradiación y de transferencia tuvieron títulos de Acs medidos por ELISA < a 0,45.

IV.8 Correlación entre el título de Acs anti-VFA y su capacidad de

presentar el antígeno en animales dadores inmunizados con virus
inactivo

IV.8.1 Evaluación del papel de la masa viral en la Presentación Antigénica

Se inmunizaron animales con vacunas formuladas con diferentes masas antigénicas y
se evaluó la inducción de CPA en cada uno de los casos.

Los resultados demostraron que las CPA de los ratones inmunizados con 2 ugr de

virus inactivo fueron muy eficientes en los ensayos de PA, mientras que las CPA de los

animales inmunizados con dosis menores (l o 0,5 ugr) resultaron incapaces de inducir

una respuesta detectable (figura 17).

Es muy importante destacar que en todos los casos existió una directa correlación

entre el título de Acs anti-VFA del dador y la capacidad de sus células de actuar como

presentadoras de antígeno.
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Figura l7 Presencia de CPA en animales vacunados con diferentes dosis de
virus inactivo
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Ratones Balb/c presensibilizados recibieron i.p. 150 x lO6 CPA provenientes de

animales inmunizados 30 días antes con 0,5; 1,0 o 2,0 ugr de VI en PBS. A los 9 d.p.t. se

obtuvieron las muestras de plasma de 4 animales por grupo y se determinaron los Acs

anti-VFA. Cada punto corresponde al promedio de 4 mediciones.

IV.8.2 Cinética dela presencia de CPA en dadores inmunizados con virus
inactivo

Se evaluó la capacidad presentadora de antígeno en animales inmunizados con 0,5 ugr

de VI en PBS a los 15 y 30 d.p.v. Los esplenocitos provenientes de los animales

inmunizados 15 días antes de realizarse el ensayo fiieron muy eficientes en los ensayos de

PA; mientras que los esplenocitos provenientes de animales que fueron inmunizados con

30 días de anterioridad no lograron actuar como CPA. En ambos casos se observó una

directa correlación entre la habilidad de los esplenocitos de los animales dadores de

actuar como CPA y sus titulos de Acs anti-VFA.
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Figura 18 Cinética de la Presentación Antigénica en animales vacunados con 0,5

ugr de virus inactivo
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Ratones Balb/c presensibilizados fiJeron transferidos ip. con 150 x lO6 CPA

provenientes de animales inmunizados con 0,5 ugr de VI en PBS 15 y 30 días antes. A

los 9 d.p.t. se obtuvieron las muestras de plasma de 4 animales por grupo y se

determinaron los Acs anti-VFA por ELISA. Cada punto corresponde al promedio de 4
mediciones.

IV.9 Identificación delas moléculas involucradas en el fenómeno de

Presentación Antige’nica

IV.9.l Inhibición in vitro

Para comprender el mecanismo que gobierna la inducción de la respuesta inmune en

los animales receptores, se analizó la interacción entre los esplenocitos provenientes de

los animales dadores y los de los receptores mediante el bloqueo de moléculas

inmunorelevantes de la superficie celular.

Los Acs policlonales antígeno específicos, así como los AcM anti-CMH de clase II y

contra T colaboradoras fueron muy eficientes en la inhibición de la aparición de la
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respuesta inmune, mientras que los Acs contra marcadores de las células B y T fueron

incapaces de inhibir este fenómeno (figura 19).

Estos resultados demuestran que la inducción de Acs específicos es estrictamente

dependiente del mecanismo de PA .

Figura 19 Inhibición de la Presentación Antige'nicacon Acs específicos
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Se utilizaron esplenocitos provenientes de animales infectados (90 d.p.i) con lO x 104

DIRL 50% o inmunizados con lO ugr de OVA. Se realizaron cultivos de los esplenocitos

en presencia o ausencia de AcM anti-CMB de clase II; L3T4; B220 y Thy 1.2 y Acs

policlonales anti-OVA y anti-VFA. Los Acs producidos in vitro fueron medidos por

ELISA. Los resultados corresponden al % de inhibición inducidos por los Acs

bloqueantes definido como:

% inhibición = [1- (Abs 490 de los sobrenadantes de linfocitos tratados /Abs 490 de

los sobrenadantes de linfocitos sin tratar)] x 100.
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I.V.9.2 Inhibición in vivo

Para corroborar los resultados obtenidos in vitro se realizó un ensayo de inhibición de

la PA in vivo. Las células provenientes de animales infectados fueron pretratadas con el

AcM antí-CMH de clase II antes de ser transferidas a los receptores presensibilizados

Este tratamiento fiJe capaz de abolir la capacidad de inducir la respuesta secundaria,

mientras que el mismo procedimiento realizado con un Ac no relacionado, no alteró la
PA.

Tabla 6 Inhibición de la Presentación Antigénica con Acs anti-CMH clase II in vivo

infectados e irradiados irradiados

infectados e irradiados vacunados y ( - ) 2,40 0,20

negativizados

infectados + irradiados vacunados y ( - ) 0,60 0,10

+ anti-CMH clase II negativizados

infectados + irradiados vacunados y ( - ) 2,30 0,30

+ anti OVA negativizados

Se irradiaron y bloquearon con AcM anti-CMl-I clase II y con un Ac no relacionado

los esplenocitos provenientes de animales infectados (90 días antes con 10 x 104 DLRL

50%). A los 9 d.p.t. se midió por ELISA la presencia de Acs en los animales receptores

Cada valor corresponde al promedio de 4 mediciones.

IV.lO Efecto de AVR y PCM en la Presentación Antigénica

Conociendo la eficiencia de la AVR y del PCM en la inmunomodulación de las

vacunas anti-aftosa, resultaba de sumo interés evaluar la influencia de estos

inmunomoduladores en la inducción de CPA. Las tres formulaciones (VI + AVR, VI +

PCM y VI en e] vehículo oleoso) fiJeron capaces de inducir una fiJerte respuesta humoral

a los 45 d.p.v (figura 20 A), sorprendentemente, solamente los esplenocitos de animales

infectados o inmunizados con VI + AVR presentaron epitopes capaces de inducir AcN

(figura 20 B).
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Figura 20 A Títulos de Acs inducidos en los animales dadores infectados o

inmunizados con vacunas formuladas con diferentes inmunomoduladores

a los 45 d.p.v.
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Ratones Balb/c fiJeron inmunizados con virus activo o con vacunas que contenían VI

+ PCM, AVR o PBS. A los 45 d.p.v. muestras de plasma de 4 animales por grupo fueron

tituladas por SN y por ELISA. Cada punto corresponde al promedio de 4 mediciones.
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Figura 20 B Detección de CPA en animales infectados o inmunizados con vacunas
formuladas con diferentes inmunomoduladores
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Ratones Balb/c presensibilizados recibieron í.p. 150 x 106 CPA de animales

inmunizados 45 días antes con las distintas vacunas. A los 9 d.p.t se obtuvieron las

muestras de plasma de los receptores y se determinó el ISN y los Acs anti-VFA por

ELISA. Los números entre paréntesis corresponden a la cantidad de animales por grupo

provenientes de al menos 2 experimentos independientes.

IV.10.l Habilidad como CPA de las células B provenientes de animales
vacunados

Sabiendo que las células B en animales infectados son las responsables de la inducción

de Acs en los receptores normales y que las células B irradiadas de animales infectados

son capaces de presentar al antígeno, se decidió evaluar la capacidad presentadora de los
linfocitos B de animales inmunizados con las vacunas formuladas con los distintos

inmunomoduladores.

Las CPA (B) de los animales vacunados fiieron capaces de inducir una respuesta de

Acs anti-VFA (figura 21).

Resultados 77



Figura 21 Detección de células B presentadoras de antígeno (CPA (B)) en

animales que fueron inmunizados con vacunas formuladas con distintos
inmunomoduladores.

l CPA (JP/«ml

Título ELISA (log 10)
(4)

(3)7“ 7:

VI + PCM VI + AVR VI + PBS NORM

Ratones Balb/c fiieron vacunados con VI + AVR, VI + PCM y VI en vehiculo oleoso

y entre los 45 y 60 d.p.v 150 x 106 CPA o 9o x 106 CPA (B) fiJeron transferidas a

receptores presensibilizados. A los 9 d.p.t se obtuvieron las muestras de plasma de los

receptores y se midieron los Acs anti-VFA. Los números entre paréntesis corresponden a

la cantidad de animales por grupo provenientes de al menos 2 experimentos

independientes.

VI.lO.2 Influencia del antígeno circulante en la Presentación

Antigénica en animales inmunizados con vacunas
inmunomoduladas

El papel del Ag circulante en la inducción de las CPA se determinó mediante la

utilización de un modelo de doble transferencia de células (figura 22). La pn'mera

transferencia a receptores normales (previa a la medición de las CPA) permitió

desvincularse del Ag circulante del dador. La segunda transferencia (a receptores
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presensibilizados) correspondió a la evaluación de la capacidad de presentar el Ag de los

receptores de la pn'mera transferencia.

Las tres vacunas produjeron una buena respuesta humoral anti-aftosa cuando fueron

inoculadas en los animales que sirvieron de dadores en la prueba (figura 23). Sin

embargo, la respuesta humoral inducida en los receptores normales, que recibieron los

esplenocitos de dadores infectados o inmunizados con las distintas vacunas antiafiosa,

varió según el inmunomodulador utilizado. Así, los receptores normales que recibieron

los esplenocitos de animales infectados o vacunados con la vacuna formulada con AVR,

fiJeron capaces de inducir Acs detectables por ELISA y SN mientras que los esplenocitos

provenientes de las otras dos formulaciones solo fueron capaces de inducir Acs

detectables por ELISA (Tabla 8).

Las caracten’sticas de la respuesta inducida por las CPA presentes en los receptores

normales (figura 24) fue semejante a la observada cuando se evaluó la capacidad de CPA

en los animales dadores vacunados con las diferentes formulaciones (donde existe

antígeno circulante) (figura l8B) demostrando que el antígeno circulante no es el

responsable directo del mantenimiento de la presencia de las CPA .
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Figura 22 Esquema de transferencia celular para evaluar el papel del antígeno
circulante en la PA.
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Figura 23 Títulos delos animales dadores inmunizados con las distintas vacunas
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Ratones Balb/c fiJeron inmunizados con vacunas inmunomoduladas con PCM, AVR o

sin inmunomodulador. A los 45 y 135 d.p.v muestras de plasma de 4 animales por grupo

fiJeron tituladas por SN y ELISA para Acs anti-VFA. Cada punto corresponde al

promedio de 4 mediciones. El DS fue siempre inferior a 0,45 para los ensayos de SN,

mientras que para los ensayos de ELISA el DS fiJe siempre inferior a 0,35.

Tabla 7 Acs inducidos en los animales receptores normales

Vl 70 l 5

Ratones Balb/c fueron inmunizados con diferentes formulaciones de vacunas anti­

VFA. A los 135 d.p.i (figura 23) 200 x 106 de esplenocitos provenientes de los animales

inmunizados fueron transferidos a animales receptores normales. A los 90 d.p.t se

obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo. En la tabla se presenta la media

de los AcN y Acs anti-VFA inducidos en los animales receptores.
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Figura 24 Detección de CPA provenientes de los animales receptores normales en

los cuales no hay antígeno circulante.

I TítuloELISA(log10) El ISN—Il

CPA CPA CPA CPA
de infectados de normales de Vl + PCM de VI + AVR

células transferidas

Ratones Balb/c presensibilizados recibieron i.p. 150 x lO6 CPA provenientes de

animales receptores que habían recibido previamente (90 días) esplenocitos de animales

infectados o inmunizados con vacunas anti aftosa inmunomoduladas (tabla 7). A los 9

d.p.t se obtuvieron las muestras de plasma de 3 animales por grupo y se detemiinaron los
Acs anti-VFA.

IV.10.3 La secuencia ¡35-160 de VPl es presentada eficientemente en
animales infectados o inmunizados con distintos

inmunomoduladores

La región 130-160 de VP] del VFA Ol Campos ha sido descripta como altamente

inmunogénica en el VFA (Zamorano, et. al., 1995), con el fin de conocer si esta

secuencia era presentada por las CPA de animales infectados o vacunados, se analizó la

presencia de Acs anti 135-160 inducidos por las CPA en los receptores vacunados y

negativizados. Los resultados demostraron que se indujeron Acs que reconocen

específicamente a la secuencia 135-160 de VP] de OIC en'los animales receptores

(Tabla 8).
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Tabla 8 Niveles de Acs anti 135-160 de VP] inducidos en los ensayos de PA

totales

Linfocitos B

B

Linfocitos B

40

Ratones Balb/c presensibilizados recibieron i.p. 150 x lO6 CPA de animales

vacunados 45 días antes con los distintos inmunomoduladores. A los 9 d.p.t se

obtuvieron las muestras de plasma de los receptores y se determinaron los totales anti­
]35-160 de VP] de OIC.

Debido al detallado conocimiento de la estructura epitópica del P1 se utilizó este

péptido para analizar el efecto de los dos inmunomoduladores sobre un posible fenómeno

de procesamiento diferencial de las distintas porciones de la secuencia 135-160.

Los resultados demostraron que, según el inmunomodulador utilizado, se indujeron

Acs que reconocen diferencialmente distintas porciones de la secuencia 135-160 de VP]

de OIC en los animales receptores (figura 25).
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Figura 25 Niveles de Acs dirigidos contra diferentes segmentos del péptido

135-160 de VP] inducidos en los ensayos de PA.
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Ratones Balb/c presensibilizados recibieron i.p. 150 x lO6 CPA de animales

vacunados 45 días antes con VI en presencia de los distintos inmunomoduladores. A los

9 d.p.t se determinó su reactividad contra los péptidos P1, P2, P3,P4 y P5 mediante la
técnica de ELISA.

lV.ll Evaluación de la capacidad inmunogénica del péptido 135-160

IV.11.1 Transferencia de esplenocitos de animales inmunizados con el

péptido 135- 160 a receptores normales

Con el fin de conocer si los esplenocitos de los animales vacunados con la secuencia

135-160 de VP] eran capaces de inducir una respuesta en los receptores normales, 200 x

106 células de bazo de animales inmunizados 90 días antes con 5, 10, 25 o 50 ugr del

péptido correspondiente a la secuencia 135-160 de VPl fueron transferidos a receptores
normales.

A pesar que con las mayores dosis (25 y 50 ug) file posible detectar Acs anti-VFA por

ELISA (figura 26) solo se logro inducir AcN en aquellos receptores que recibieron

esplenocitos provenientes de dadores hiperinmunizados (3 dosis de 50 ug) (figura 27).
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Figura 26 Transferencia de esplenocitos de animales vacunados con distintas

concentraciones del péptido (135-160 de VPl) a receptores normales
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Título ELISA (log 10)
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2 \\
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l l

5 ugr péptido 10 ugr péptido 25ugr péptido 50 ugr péptido

Ratones Balb/c vírgenes recibieron i.p. 200 x 106 esplenocitos de animales vacunados

con distintas concentraciones del péptido correspondiente a la secuencia 135-160 de

VP]. A los 30 d.p.t se obtuvieron muestras de plasma de 3 animales por grupo y se

determinó el ISN y los Acs anti-VFA por ELISA.
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Figura 27 Transferencia de esplenocitos de animales hiperinmunizados con 3

dosis de 50 ugr del péptido (135-160 de VPl) a receptores normales
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Ratones Balb/c vírgenes recibieron i.p. 200 x 106 esplenocitos de animales

inmunizados 3 veces con 50 ugr del péptido correspondiente a la secuencia 135-160 de

VPl. A distintos tiempos post-transferencia se obtuvieron muestras de plasma de 3

animales por gmpo y se determinó el ISN y los Acs anti-VFA por ELISA

lV.ll.2 Determinación de CPA en animales inmunizados con el péptido 135­
160

Conociendo que los esplenocitos de los animales inmunizados con 135-160 eran

capaces de inducir una respuesta en los receptores normales se propuso evaluar la

capacidad de los esplenocitos de estos animales de actuar como CPA.

Los esplenocitos de animales inmunizados con al secuencia 135-160 de VP] fueron

muy eficientes en la inducción de Acs anti-VFA en los receptores presensibilizados

mientras que los esplenocitos de los animales vacunados con una proteína no relacionada

(OVA), utilizada como control fallaron en la inducción(figura 28).

Resultados 87



Figura 28 Detección de CPA específicas en animales inmunizados con el péptido
135-160

Ü ISN
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Ratones Balb/c presensibilizados con VFA recibieron i.p. 150 x 106 CPA de animales

inmunizados con 3 dosis de 50 ugr del péptido correspondiente a la secuencia 135-160

de VP] o con 3 dosis de 50 ugr de OVA en AIF. A los 9 d.p.t. se obtuvieron las

muestras de plasma de 3 animales por grupo y se determinó el ISN y los Acs totales anti­
VFA.
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VI DISCUSION

La FA es un serio problema sanitan'o que afecta a las especies biunguladas

provocando severas consecuencias económicas (Cottral et al., 1975). La vacunación es el

principal medio de control de la enfermedad, sin embargo, las vacunas formuladas con

virus inactivo inducen respuestas de AcN de corta duración (Morgan et al, 1988; Doel,

1985; Brown, 1980) siendo necesario la revacunación periódica. Por el contrario los

animales que sufren una infección desarrollan un estado inmunitario de larga duración

caracterizado por altos niveles de AcN que resultan protectores contra la reinfección con

el serotipo homólogo (Beristein, et. al., 1993; Piatti et. al., 1991; Lopez, et. al, 1990;

Cunlifi'e, 1964). Aunque este fenómeno es conocido desde hace tiempo, las bases

inmunológicas responsables de la prolongada inmunidad inducida luego de la infección se
encuentran aún sin dilucidar.

Con la intención de comprender la causa de la respuesta inmune humoral al VFA, la

primera parte de este trabajo de tesis estuvo dirigida a aclarar si el mantenimiento de los

niveles de AcN puede ser explicado por un fenómeno de infección persistente del

individuo convalesciente (presentando un modelo de "tipo portador"), o mediante un

fenómeno de persistencia antigénica, sin la presencia de partículas infecciosas

(persistencia del antígeno mediada por células presentadoras de antígeno-CPA). La

segunda parte del trabajo de tesis file dirigida a estudiar los mecanismos de acción de dos

efectivos inmunomoduladores (Avridine -AVR- y la pared de Mycobacterium -PCM)

ambos inductores de una prolongada respuesta humoral cuando son administradas en
vacunas con virus inactivado.

El fenómeno de la infección persistente en bovinos que sufren una infección con virus

afioso se produce en un bajo porcentaje de individuos los cuales quedan crónicamente

infectados (portadores) (Suthmoller et. al., 1966; Gebauer et. al., 1984; Sadir et. al.,

1988). Sin embargo, no ha sido posible hallar diferencias significativas en cuanto al

estado inmunitario inducido por la infección entre bovinos que eliminaron completamente

la infección y aquellos que quedaron en estado de "portador" (Sadir et. al. 1988).

En relación a la existencia del fenómeno de persistencia antigénica durante

prolongados períodos de tiempo, especialmente en el caso de antígenos inertes, la

constante presencia de determinantes antigénicos sobre CPA ha sido previamente

reportada (Klaus et. al., 1986).

De hecho, varios autores han propuesto que la presencia de una respuesta inmune

continua o de larga duración debe, indefectiblemente, estar ligada a la presencia de

antígeno dentro del sistema (Gray et. al. 1988, Felbush 1973, Asconas et. al. 1972). Sin
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embargo, esta posición se encuentra aún bajo controversia ya que ensayos de

transferencia adoptiva de células inmunocompetentes han demostrando que las células B,

específicas para el antígeno en cuestión, pueden persistir en el nuevo huésped por más de

7 meses sin necesidad de reestimulación antigénica (Sprent et. al. 1991, Schittek et. al.

1990, Udhayakumar et. al. 1988).

La infección experimental en ratón adulto genera una continua e intensa reSpuesta de

AcN tal como sucede en el huésped natural (Sadir et. al., 1988). Esta prolongada síntesis

de Acs anti-VFA hace del modelo murino un excelente sistema para el estudio de los

mecanismos involucrados en una prolongada respuesta humoral. Adicionalmente, este

modelo presenta un interesante paralelismo con la respuesta inmune inducida en el

hospedador natural (Zamorano, et. al. 1995, Berinstein et. al., 1993, Piatti et. al. 199],

Lopez et. al. 1990, Borca et. al. 1986, Fernandez et. al. 1986). Estas caracteristicas le

confieren al modelo la virtud de ser un posible medio para estudiar y predecir la

respuesta que se desarrollará en los huéspedes naturalmente susceptibles. A esto habn'a

que añadir que los plazos para la obtención de resultados son sensiblemente más conos

que con otras especies y que existe un amplísimo conocimiento acerca del sistema

inmune de estos animales por lo que se facilita la diagramación experimental a diferencia

de lo que sucede en el huésped natural

La observación experimental de que es posible la transferencia de la prolongada

respuesta de AcN de un dador convaleciente a un receptor normal, sin la necesidad de un

reestimulación antigénica del receptor (figura 4 y 5), abn'ó la posibilidad de utilizar este

modelo para el estudio de las bases celulares involucradas en el establecimiento de una

prolongada respuesta inmune humoral
Una más detallada caracterización del fenómeno fiJe realizada mediante una serie de

experimentos desarrollados in vivo donde se utilizaron receptores normales o

inmunosupn'midos mediante irradiación. Estos experimentos permitieron definir que los

linfocitos B, a diferencia de los linfocitos T, son suficientes para la inducción del

fenómeno independientemente del sistema inmune del animal receptor, y que existe una

correlación entre la respuesta humoral inducida en los ratones receptores y los títulos de

Acs de los animales dadores (8 B y 6 A).

El primer factor que fue considerado como causal de la prolongada respuesta inmune

inducida por la infección fue la posible presencia de una infección persistente en los

ratones infectados experimentalmente. Con respecto a este punto es importante enfatizar

que los ensayos de transferencia utilizados en este trabajo permitieron acotar el sistema a
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los esplenocitos transferidos, debido a que estas células resultaron suficientes para

inducir una prolongada respuesta humoral en los animales receptores normales (Tabla l).

A su vez, la hipótesis de la existencia de una infección persistente fire también

desear-tada mediante la utilización de van'os métodos, en especial la falta de detección del

genoma utilizando un ensayo de PCR cuya sensibilidad es de 10'3 DLRL 50%.(Tabla 3

A y B). Además, el que haya sido posible obtener resúltados similares a través de Ia

inmunización de los animales dadores con antígenos inertes corroboró que la replicación

viral definitivamente no es una condición indispensable para que se induzca una

prolongada respuesta humoral (figura 6B).

La presencia de niveles significativos de Acs recién detectados a partir de los 15 d.p.t.

en los receptores normales (que recibieron esplenocitos provenientes de dadores

infectados), más la prolongada duración de la respuesta humoral inducida post­

transferencia (figura 5) así como la inhibición de la producción de Acs como resultado de

la irradiación de las células dadoras (figura 9), sugieren que las células plasmáticas

transferidas no participan en la producción de Acs en los animales receptores.

Habiéndose descartado que la prolongada respuesta humoral inducida por los

esplenocitos de dadores infectados en los receptores normales se debía a una infección

persistente o a la transferencia de células plasmáticas, se decidió estudiar el papel de la

presencia del antígeno procesado en la superficie de las CPA en la inducción y

mantenimiento de la respuesta inmune.

El estudio de la presentación antigénica (PA) como mecanismo implicado en el

establecimiento de una prolongada respuesta humoral fiJe desarrollado utilizando un

modelo in vivo, capaz de detectar la presencia de CPA (figura 14).

Básicamente, se intentaron dos estrategias para la detección de estas células: (i)

Inducir una respuesta humoral primaria mediante la transferencia de CPA (provenientes

de animales infectados) a animales receptores normales. (ii) Inducir una respuesta

humoral secundaria a partir de la transferencia de CPA a animales receptores

presensibilizados (vacunados y negativizados) al antígeno.

Para evitar que las células de los animales donantes reaccionen produciendo Acs anti­

VFA (que se confunda con la respuesta inducida en los animales receptores), los

esplenocitos de animales dadores fiJeron inmunosupn’midos mediante fijación con

glutaraldehído (GA) o por irradiación.

El rendimiento de CPA obtenido a partir de los animales irradiados fue muy bajo

debido a que los linfocitos resultaron ser muy lábiles durante el proceso de manipulación.

Es por ello que para disminuir el número de animales dadores (aumentar el número de

CPA obtenidas por animal dador), se decidió proceder a irradiar los esplenocitos in vitro,

lo que logró disminuir el número de animales dadores entre la mitad y la tercera parte.
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Las CPA obtenidas a partir de cualquiera de las dos metodología (fijación con GA o

irradiación de los linfocitos) fueron incapaces de inducir una respuesta pn'maria en

receptores normales. La falta de respuesta parece que es debida a un problema de

sensibilidad del sistema y no a la ausencia de CPA ya que cuando las mismas CPA fueron

transferidas a animales presensibilizados se obtuvo una consistente respuesta secundaria

(tabla 4).

Adicionalmente, se observó que las CPA obtenidas mediante el tratamiento con GA

resultaron ser menos eficientes en su capacidad de presentar el antígeno que las CPA

obtenidas por irradiación (tabla 4). Es posible que la diferencia entre ambas técnicas

pueda deberse a una disminución cuali o cuantitativa en los epitopes presentados por las

CPA obtenidas por fijación con GA debido a los pequeños acúmulos de células que se

forman cuando las células son fijadas, o a pequeñas alteraciones que el tratamiento con

GA pueda producir en la membrana celular del esplenocito.

En resumen, la metodología desarrollada permitió la detección funcional de CPA

especificas para el virus afloso en animales que habían sido experimentalmente
infectados.

Dos datos experimentales merecen ser destacados. (i) Las células B son suficientes

para la producción del fenómeno (figura 16B). (ii) Las CPA fueron capaces de

permanecen en el animal dador por lo menos 365 días después de la infección (figura 15

B).

El hecho que CPA provenientes de ratones infectados Nu/+ hayan sido incapaces de

inducir una respuesta en receptores presencibilizados Nu/Nu (carecen de células T)

demostró que para la inducción de la respuesta es cn'tica la interacción entre las CPA y

las células T. Además, la presencia de CPA epecíficas en los ratones Nu/Nu infectados

permitió demostrar que las células T no son necesarias para la inducción de las CPA.

(tabla 5)

La comprobación de que el fenómeno descripto es definitivamente dependiente de los

clásicos mecanismos de presentación antigénica fiJe realizada mediante ensayos in vitro

de inhibición de la producción de Acs. Para ello, sueros específicos contra la partícula

viral, o AcM contra antígenos linfocitarios de membrana fueron utilizados como

bloqueantes de la inducción de anticuerpos específicos. Mediante esta metodología fiie

posible demostrar que el CMH de clase II, el antígeno L3T4 (especifico de los linfocitos

T colaboradores), así como los epitopes virales eran críticos en la inducción de la

respuesta. Sin embargo, AcM contra antígenos específicos para linfocitos T (Thy 1.2) o

B (B220) resultaron irrelevantes en la inhibición de este fenómeno demostrando la

especificidad de las moléculas involucradas en la inducción de la respuesta humoral

(figura 19).
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Corroborando estos resultados in vitro, ensayos de bloqueo realizados in vivo,

utilizando el ACM anti clase II, también inhibieron el fenómeno de PA (tabla 6).

La utilización de vacunas formuladas con virus inactivo permitió obtener animales que

poseían distintos títulos de Acs ya sea por haber sido inmunizados con diferentes masas

antigénicas o por el tiempo post inmunización en el cual se encontraban. La utilización de

estos animales como dadores en los ensayos de PA permitió establecer la presencia de

una correlación entre la actividad de las CPA en los animales dadores y los niveles de

Acs circulantes (figuras 17 y 18).

La inhibición de la PA in vitro, los ensayos de inhibición de la PA in vivo y el

establecimiento de una correlación entre la capacidad de presentar el Ag y el título de

Acs del animal dador (figura 17 y 18) indican que, en el modelo utilizado, la presencia de

CPA es el mecanismo que media la prolongada respuesta humoral anti-VFA que se

observa en animales que fiJeron infectados.

Adicionalmente, los experimentos de doble transferencia (esplenocitos de animales

receptores de células provenientes de un dador infectado fueron re-transferidos a un

nuevo gmpo de receptores normales) demostraron que el fenómeno es inducido por un

número limitado de CPA específicas para el VFA, ya que sólo fue posible detectar CPA

en el primer grupo de receptores normales (figura 24), no así en el segundo, en el que, se

estima, el número de CPA recibidas posiblemente no file suficiente para la inducción de

la respuesta (datos no presentados).

Una buena vacuna anti-VFA debe ser capaz de generar una fuerte respuesta humoral y

de mantener la población de linfocitos específicos de memoria para que sea posible

producir una rápida respuesta protectora en el momento de la invasión del virus. En la

protección contra agentes virales los niveles de Acs circulantes, así como la clase

apropiada de estos, poseen una importancia crítica.

En trabajos previos realizados en nuestro laboraton'o se había observado una repuesta
humoral aumentada en los animales vacunados con formulaciones oleosas

inmunomoduladas con AVR o PCM en relación a aquellos inmunizados con la emulsión

oleosa convencional (Berinstein et a]., 1993). Dado que el nivel y duración de la

respuesta inmune al VFA está ligado a la presencia de CPA en esta parte del trabajo de

tesis se focalizó en el estudio del fenómeno de presentación antigénica como el posible
mecanismo de acción de estos inmunoestimulantes.

La estrategia utilizada para el estudio de los mecanismos de acción de estos

adyuvantes fue semejante a la empleada para comprender los mecanismos involucrados

en la prolonga respuesta humoral inducida por la infección. Brevemente, (i) se

caracterizó la o las poblaciones celulares involucradas en la respuesta, (ii) se evaluó la
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capacidad de las distintas vacunas en inducir células de memoria, (iii) se estudió la

capacidad de las distintas formulaciones en inducir eficientemente CPA, y (iv) se

determinó si la presencia de antígeno circulante era importante en el mantenimiento de la

respuesta.

Es muy importante destacar que las 3 vacunas utilizadas fueron capaces de inducir

altos niveles de AcN cuando fueron aplicadas en los animales que actuarían como futuros

dadores (figura 23). La transferencia de esplenocitos de animales inmunizados con la

vacuna inmunomodulada con AVR file capaz de inducir AcN en los ratones receptores

normales al igual que ocurriera con los esplenocitos provenientes de los animales

infectados; mientras que, sorpresivamente, los receptores de esplenocitos de animales

inmunizados con la vacuna inmunomodulada con PCM o la vacuna control (sin

inmunomodulador), solo produjeron Acs detectables por la técnica ELISA (figura 7A y

7B), marcando una diferencia entre los mecanismos de acción entre las diferentes
formulaciones.

Sabiendo que el pn'mer eslabón en la inducción de la respuesta inmune humoral es la

presentación del antígeno y conociendo que, la presencia de CPA es el mecanismo que

media la prolongada respuesta humoral anti-VFA en los animales infectados, se analizó la

capacidad de inducir CPA en los animales inmunizados con cada una de las diferentes

formulaciones y si, la presencia del antígeno soluble, era necesaria para que las CPA

puedan perpetuarse por largos períodos de tiempo

Los ensayos realizados demostraron que las CPA que provenían de animales

infectados así como las obtenidas de ratones que fueron inmunizados con las diferentes

formulaciones fueron capaces de inducir Acs detectables por ELISA.

La utilización del ensayo de doble transferencia (figura 22) demostró que la presencia

de Ag circulante en el animal dador no es necesaria para el mantenimiento de las CPA

(figura 24). Estos resultados son coincidentes con la continua presencia de CPA en los

animales infectados (hasta los 365 días post-infección) en los cuales, como fue discutido

anteriormente, no es posible encontrar antígeno viral ni partículas infecciosas.

Sin embargo, al igual que lo observado en la transferencia a receptores normales

(figuras 7A y 7B), solamente los esplenocitos de animales infectados o inmunizados con

la vacuna inmunomodulada con AVR indujeron Acs de tipo neutralizante en los ratones

receptores presensibilizados (figura 20 B). Se podría esbozar, al menos, dos diferentes

hipótesis para explicar este fenómeno. Una sen'a que, dependiendo del inmunomodulador

utilizado, existiese una presentación diferencial del tipo de epitopes presentados.

Altemativamente, el fenómeno podria deberse a una diferencia puramente de tipo

cuantitativa en la cantidad de epitopes presentados
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Para comenzar a dilucidar entre ambas posibilidades se utilizó un sistema de PA

donde el antígeno a ser considerado es mucho más simple en términos de cantidad de

detenninantes antigénicos.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, sobre el mapeo de epitopes B y T

de un péptido sintético conteniendo la secuencia aminoacidica entre los residuos 135-160

(Pl) de la proteína VP] del VFA Ol Campos, demostraron que Pl posee solo tres

epitopes B y dos epitopes T (Zamorano, et. al., 1995). Sin embargo, los Acs anti Pl

fueron suficientes para proteger a los animales contra el desafio con el virus homólogo.

En términos generales, es de destacar que al igual que con el virus inactivado, la

capacidad de inducir Acs en los animales receptores normales correlacionó con el título

observado en los animales dadores, siendo la intensidad del fenómeno dependiente de la

masa de antígeno utilizado. Así, los esplenocitos extraídos de los animales inmunizados

con dosis crecientes de Pl indujeron respuestas correlativamente incrementadas de Acs

detectables primero, por ELISA y, posteriormente, por SN. Adicionalmente, células de

dadores hiperimunizados fueron capaces de inducir una vigorosa respuesta de Ac

detectables por ambas técnicas tanto en receptores normales (hasta 180 d.p.t, tiempo que

duró la experiencia -figura 27), así como en receptores presensibilizados. Estos

resultados apuntalan la hipótesis que sostiene que las diferencias entre la inducción de

anticuerpos neutralizantes y aquellos detectados solamente por ELISA puede ser

meramente debida a la masa antigénica presentada.

Posteriormente, se analizó el efecto de los dos inmunomoduladores en un posible

procesamiento diferencial de las distintas porciones de la secuencia 135-160. Los

resultados demostraron que, en efecto, estas diferencias existen, ya que los patrones de

reactividad demostrados por los sueros de los animales infectados e inmunizados con

AVR resultaron similares y cualitativamente diferentes a aquellos presentados por los

sueros de los animales inmunizados con PCM o el vehículo oleoso per se (figura 25).

Esto sustentan'a que, adicionalmente a un fenómeno de tipo cuantitativo, también existe

un factor cualitativo como explicación a las diferencias encontradas en la respuesta

humoral inducida en los animales receptores de células proveniente de dadores
inmunizados con diferentes inmunomoduladores

La estrecha correlación entre la presencia y actividad de las CPA específicas para VFA, y

los titulos de Acs observados en los animales que fueron estimulados antigenicamente de

la forma mas diversa con (infectados experimentalmente o inmunizados con virus

inactivo bajo muy diferentes condiciones), poderosamente sugiere que el mecanismo

involucrado en el mantenimiento de la respuesta inmune es la presencia de CPA
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reestimulando en forma permanente la produccion de Acs anti-VFA. Estos resultados

son de importancia para el diseño y desarrollo de nuevas vacunas en las cuales se deben'a

principalmente focalizar la atención en metodologías que estimulen la induccion y un

eficaz mantenimiento de CPA e5pecificas para VFA en los individuos vacunados.
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CONCLUSIONES
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VI CONCLUSIONES

l - Se desarrolló una metodología que permite la detección funcional de CPA.

2 - Se encontraron CPA tanto en animales infectados como en animales

vacunados con virus inactivo.

3 - Las células B de animales infectados o vacunados resultan suficientes para

presentar el Ag eficientemente

4 - La existencia de una respuesta activa de Acs anti-VFA correlaciona

fuertemente con la presencia de células presentadoras de Ag.

5 - La puesta a punto de esta metodología puede ser utilizada para establecer
los mecanismos de acción de distintos inmunomoduladores.

6 - Los animales inmunizados con la vacuna que posee AVR se comportan en

las pruebas de PA de igual manera que los animales infectados

7 - Las CPA se pueden mantener activas independientemente de la presencia de

antígeno circulante.

Se propone que la presencia de CPA es el mecanismo que media la prolongada

respuesta humoral anti-VFA que se observa en animales que fueron infectados o
inmunizados con altas dosis de virus inactivo o mediante la utilización de

inmunomoduladores
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