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Evaluacion de vacunas peptidicas contra el virus de la fiebre aftosa en bovinos.
Aislamiento y caracterizacion de mutantes de escape.

El virus de la fiebre aftosa (VFA) pertenece a la familia Picomaviridae y es el agente
causal de la fiebre aftosa (FA). Esta enfermedad causa grandes pérdidas econémicas en
el mundo y se controla mediante vacunacién regular con una vacuna a virus inactivado.
Esta vacuna presenta desventajas relacionadas principalmente con la manipulacion de
grandes cantidades de virus vivo y la inactivaciéon incompleta de las preparaciones virales.
En este trabajo se evalud el potencial de vacunas peptidicas representando los sitios
antigénicos A y C derivados del VFA serotipo C3 unidos a un epitope para células T
derivado del VFA de seotipo O, como alternativa a las vacunas convencionales. Con este
fin, se realizaron 5 experimentos de vacunacién que involucraron 120 bovinos en total y
se estudiaron los efectos de diferentes esquemas de vacunacién y distintas dosis de
inmunoégeno. En cada experimento se evalué la induccién de anticuerpos neutralizantes,
la linfoproliferaciéon en respuesta a antigenos virales y la proteccién frente al desafio con
virus homologo. Los mayores niveles de proteccién alcanzados fueron del 40% y no fue
posible establecer una correlacion entre proteccion y titulo de anticuerpos neutralizantes o
respuesta linfoproliferativa frente a virus entero.

En 12 de 29 lesiones rescatadas de los bovinos vacunados con péptidos sintéticos que no
resultaron protegidos frente al desafio viral, se aislaron virus mutantes con sustituciones
aminoacidicas Unicas en la region del sitio A, en posiciones criticas para la antigenicidad
del VFA. Las posiciones que se vieron alteradas fueron R (141) -G, incluida en el triplete
RGD altamente conservado en los diferentes serotipos de VFA, L (144) 5P y L (147) -»P.
Las variantes virales se caracterizaron fenotipicamente en cuanto al tamafio de placa y a
su velocidad de crecimiento y antigénicamente mediante ensayos de ELISA y
neutralizacion con un panel de anticuerpos monoclonales secuenciales y
conformacionales. Los resultados mostraron que las sustituciones L(144)-P y L(147)-P
tienen un efecto muy importante en la antigenicidad del VFA y afectaron muitiples
epitopes dentro del sitio antigénico A. La mutacién R(141)-G, en cambio, tuvo un efecto

menor afectando soélo la reactividad con un AcM.



Resumen

Se discuten las posibles modificaciones en la formulacién de las vacunas peptidicas para
aumentar su capacidad protectiva y las implicancias de las sustituciones aminoacidicas

encontradas en las variantes virales.

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

inmune, heterogeneidad antigénica del VFA.



Abstract

ABSTRACT

Evaluation of peptide vaccines against foot-and-mouth disease in cattle. Isolation
and characterization of escape mutants

Foot-and-mouth disease virus (FMDV) belongs to the Picornaviridae family and is the
causative agent of foot-and-mouth disease (FMD). FMD is the economically most
important disease of cattle and other farm animals and its control is based on regular
vaccination with an inactivated whole-virus vaccine. However, there are several
disadvantages in the use of such vaccines related to the risk of reintroduction of the
disease by the handling of large ammounts of infectious virus or by incomplete inactivation
of the antigen. In this work, the potential of peptide vaccines bearing antigenic site A and C
regions and a T-cell epitope of FMDV serotype C3, was evaluated as an alternative to
conventional vaccines. For this purpose, 5 different vaccination experiments, involving a
total of 120 bovines, were carried out and the efects of modifications in the timing of the
immunizations and of different doses of peptides were studied. Induction of neutralizing
antibodies, lymphoproliferation in response to viral antigens and protection against
challenge with homologous infectious virus were examined. The highest level of protection
achieved was of 40% and protection showed a limited correlation with serum neutralization
activity and lymphoproliferation in response to whole virus.

In 12 out of 29 lesions from peptide vaccinated cattle that were not protected after
challenge, FMDV mutants with a unique amino acid substitutions at antigenic site A, were
identified. The replacements found were R(141)-G, at the highly conserved RGD motif,
L(144)-P and L(147)-P. The results showed that substitutions L(144)-P and L(147)-P were
critically involved in FMDV antigenicity afecting multiple epitopes within antigenic site A.
However, substitution R(141)-G had a minor effect, affecting the reactivity of just one Mab.
Variant viruses were also phenotipically and antigenically characterized.

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

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

Key words: peptide vaccines, FMDV, FMDV escape mutants, immune response,
antigenic heterogeneity of FMDV.
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1. Lafiebre aftosa

1.1 Generalidades

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad altamente contagiosa que afecta a animales de
pezuia partida, principalmente bovinos y porcinos (Pereira y col.,, 1981). También afecta
al ganado caprino, ovino y a mas de 30 especies de animales silvestres como llamas,
antilopes, ciervos y jabalies, entre otros (Forman y Gibbs, 1974). La enfermedad fue
descripta por primera vez en ltalia por Frascatorius en el afio 1546 (Frascatorius, 1546). El
virus de la fiebre aftosa, agente causal de la fiebre aftosa, fue identificado por Loeffler y
Frosch en 1897 y es el primer virus animal reconocido.

La FA se caracteriza por la aparicidon de un cuadro febril inicial seguido por la formacion
de lesiones vesiculares o aftas en mucosas y en ciertos epitelios principalmente en las
mucosas de la boca y la nariz, en pezones y espacios interdigitales (Schudel y Sadir,
1986). La aparicién de las vesiculas dificulta la alimentacion y la movilidad de los animales
afectados (Shahan, 1962).

El virus penetra por via respiratoria o a través de los epitelios de la boca o la nanz, replica
rapidamente en las células epiteliales del punto de entrada y da lugar a la formacién de
una vesicula o afta primaria. Al cabo de 3 6 4 dias, el virus pasa a torrente sanguineo y
origina una viremia. Se distribuye entonces por todo el organismo alcanzando epitelios
alejados del punto de entrada, provocando la apariciéon de aftas secundarias.

Durante la fase aguda de la enfermedad se encuentran altos niveles de virus en todas las
secreciones y los aerosoles derivados principalmente de los conductos respiratorios, en la
sangre, érganos, tejidos y excreciones (Burrows, 1968). El virus es facilmente transmisible
de animales infectados a animales susceptibles por contacto directo a través de la saliva,
leche y semen, por inhalacion, ingestion o penetracién de particulas infecciosas en
lesiones de la piel (Cottral y col., 1968, Hyslop, 1965, Sellers, 1971), ya que se necesitan
muy pocas particulas infecciosas para iniciar un proceso infectivo. La enfermedad puede
ser transmitida también en forma indirecta por medio de productos animales
contaminados (Cottral y col., 1960), restos de animales, equipos agricolas, ropa,
personas, etc.

Los niveles de mortalidad de la enfermedad en animales adultos no superan el 5% y la
evolucién de los individuos infectados es benigna, con regeneracién de los tejidos
danados. La respuesta inmune contra el virus es responsable de la desaparicion de la

viremia y de la reconstitucion de los tejidos dafados.

1



I. Introduccion

Sin embargo, en animales jévenes la infeccién puede producir miocarditis y elevar la tasa
de mortalidad a niveles de hasta el 50%. Si bien la mayor parte de los animales adultos
infectados se recupera completamente de la enfermedad, un numero variable puede
convertirse en portador asintomatico de la enfermedad. El estado de portador puede durar
desde pocas semanas hasta afos y puede producirse también luego de infecciones
subclinicas o en animales con inmunidad insuficiente.

Los animales portadores representan un reservorio natural del virus ya que el mismo
permanece en la faringe. Es posible recuperar virus infeccioso de la region orofaringea de
los animales portadores en forma intermitente por largos periodos de tiempo luego de la
infeccién (Sutmoller y col., 1968, Van Bekkum y col., 1959). La importancia del estado
portador radica no sélo en la permanencia de virus infeccioso en el campo como fuente de
indéculo, sino también en la aparicion de nuevas variantes debido a la posibilidad de
aparicion de cambios antigénicos en el virus durante su replicaciéon en estos animales
(Fagg y Hyslop, 1966, Gebauer y col., 1988). Estas nuevas variantes pueden escapar a la

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

1.2 Importancia econdémica y distribucion geografica

A pesar de que la FA presenta bajos indices de mortalidad, es una de las enfermedades
del ganado que causa mayores pérdidas econémicas en el mundo. Los animales
afectados presentan una pérdida del peso corporal importante como consecuencia de las
lesiones presentes en la boca y las patas y una reduccién en la productividad de carne y
leche, lo que puede disminuir su rendimiento econémico hasta un 25%. A estos factores
se suman los altos costos implicados en la implementacion de las medidas de control y
programas de erradicacion. Sin embargo, las pérdidas econémicas mas importantes se
deben a las restricciones impuestas por los paises libres de la enfermedad a la
comercializacién de carnes y subproductos de origen animal provenientes de los paises
del circuito aftésico.

La facilidad de diseminacion del VFA y su elevada contagiosidad son las causas
principales de que la FA se encuentre ampliamente distribuida en el mundo. La fiebre
aftosa es endémica en Africa, parte de Asia y de Sudamérica. Los paises de la
Comunidad Economica Europea (CEE), América del Norte y Central, Chile, Uruguay,
Australia, Nueva Zelanda, Japén, Singapur, Indonesia, Malta y paises escandinavos
tienen el reconocimiento internacional de paises libres de FA y aplican estrictas medidas

sanitarias ante posibles focos para mantener el estado de paises libres de la enfermedad.
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En la CEE, la erradicacion de la FA se logré6 mediante camparias de vacunaciéon que se
suspendieron en el afio 1991. Sin embargo, en febrero de 1993 ocurrieron varios brotes
en |talia que obligaron a eliminar miles de cabezas de ganado y en 1994 y 1996 se
reportaron varios brotes en Grecia (Kitching, 1998). América del Sur, Chile y Uruguay son
paises libres de la enfermedad. En el Uruguay no se han registrado brotes de la
enfermedad desde 1990 y ha sido declarado libre de la enfermedad en el afio 1994 por la
Organizacion Internacional de Epizootias (OIE). En la Argentina, en abril de 1997 se
cumplieron 3 afos sin presencia clinica de FA por lo que en la actualidad es considerado
internacionalmente como pais libre con vacunacién, habiéndose dejado de vacunar en

abril de 1999. El Paraguay posee el status de pais libre de FA con practica de vacunacion.

1.3 La fiebre aftosa en la Argentina

En nuestro pais, el sector agropecuario cumple un rol protagénico en la economia. Las
exportaciones provenientes de este sector tienen una gran influencia en el intercambio
comercial y dan lugar a una intensa actividad industrial (industria frigorifica, lactea y
veterinaria, entre otras). La FA ha ocasionado grandes pérdidas econémicas al pais
estimadas en aproximadamente 1.000 millones de délares anuales, producto de las
perdidas directas causadas por la enfermedad, de la diferencia en el precio existente
entre los circuitos aftdésico y no aftdsico y de la importante caida en el volimen de las
exportaciones.

En la Argentina no se han reportado brotes de la enfermedad desde abril de1994 y fue
declarada libre de aftosa con practica de vacunaciéon en mayo de 1997 por la OIE. Esta
nueva situacion permiti6 un aumento importante de los volumenes y precios de las
exportaciones a los mercados ya existentes, asi como también la apertura de nuevos
mercados. La Argentina ha tenido vedado el acceso al mercado estadounidense desde
hace 60 anos por la FA. El nuevo status de nuestro pais permitié que los Estados Unidos
destrabaran el ingreso de carne vacuna proveniente de la Argentina en junio de 1997.

La vacunacion en la Argentina ha cesado en abril de 1999. Sin embargo, esta medida
debe contemplar algunos problemas tales como la posibilidad de aparicién de brotes, la
disponibilidad de un banco de vacunas y el control estricto de las fronteras. A mediados
de enero se detectd un brote de FA serotipo O en el estado brasilero de Mato Grosso do
Sul luego de 4 anos de ausencia de brotes. A pesar del status del Paraguay de pais libre
con vacunacion, el brote fue inicialmente atribuido a ganado infectado presente en el

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

En el afio 1998 hubo 370 casos sospechados de FA en nuestro pais. Sin embargo, todos
ellos probaron ser negativos. Antes de que se sugiriera a abril de 1999 como fecha limite
de vacunacion, el Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA) evalu6 58.000
animales, incluyendo animales salvajes, y todos ellos resultaron negativos. Este hecho
podria sugerir que no existe mas virus circulante en el pais lo cual avala la discusién de

detener definitivamente la vacunacién en la Argentina (Animal Pharm., 1998).

1.4 Control de la fiebre aftosa

Los factores que dificultan el control de la FA son muy variados. Entre ellos se encuentra
la alta contagiosidad de la enfermedad, la complejidad de la respuesta inmune, la
variacion antigénica del virus, la diversidad de hospedadores y la existencia de portadores
asintomaticos. Sin embargo, mediante la implementacién de medidas de control severas y
sistematicas ha sido posible erradicar la FA de varios paises.

En América del Sur se realizan campanas de vacunacién preventiva de todo el ganado y
seguimiento epidemiolégico de cualquier foco de la enfermedad (Alonso-Fermandez y col.,
1981). Los focos son mas frecuentes en las areas de cria extensiva, en las que muchas
veces resulta dificil la vacunacion de todo el rodeo y el movimiento de animales vivos
ayuda al traslado del agente infeccioso. Estas regiones presentan complicaciones
adicionales como el nacimiento de terneros que incrementan la cantidad de animales
susceptibles y la existencia de fauna silvestre que constituye un importante reservorio
natural.

Las vacunas utilizadas en los programas de erradicacion de la enfermedad son a virus
inactivado quimicamente, formuladas en adyuvante oleoso o acuoso. La inmunidad
protectora es de menor duracién que la conferida por la infeccion, necesitandose vacunar
1 6 2 veces al afno cuando se utilizan vacunas oleosas y 3 6 4 veces al aiio en el caso de
las vacunas acuosas. También se han utilizado vacunas a virus atenuado, como es el
caso de Venezuela.

En la Argentina, el Plan Nacional de Control de la FA 90-92 bas6 su estrategia en el
reconocimiento de los diferentes ecosistemas de la enfermedad y en la organizacion de
productores, técnicos y fuerzas productivas regionales y nacionales. Incluyé ademas, la
vacunacion periédica y preventiva de todo el ganado con una vacuna de calidad
controlada (potencia, inocuidad y esterilidad), la denuncia y atencién temprana de focos y

el inicio de tareas de vigilancia epidemiolégica. La implementacién de este plan permitio
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disminuir el nimero de focos y restringir geograficamente la enfermedad.

El Plan Nacional 93-97, consolidé las estrategias técnicas y operativas del plan anterior,
tanto en la lucha activa como en la vigilancia epidemioldgica.

En los paises libres de la enfermedad, el control se lleva a cabo mediante un estricto
control de la importacién de animales o productos derivados, la vigilancia epidemioldgica
en todo el territorio, en especial en las fronteras, y en la capacidad de realizar un
diagnostico rapido. Los brotes de FA se eliminan mediante la aplicacion del “rifle sanitario”
que implica el sacrificio de los animales infectados y expuestos (Cottral, 1975). Los
ganaderos son instruidos para declarar los brotes y son indemnizados por el gobierno
(Bachrach, 1968). Aunque estos procedimientos resultan costosos, los perjuicios
ocasionados por la FA justifican tal inversién (Mc Cauley, 1977).

En algunos paises como Dinamarca y Mexico (brotes de 1946 a 1953) se utilizd un
método que combina el sacrificio de los animales infectados con la vacunacion zonal

alrededor del foco infeccioso (Bachrach, 1968).

2. Elvirus de la fiebre aftosa
El virus de la fiebre aftosa (VFA) es el Unico representante del género aphtovirus dentro

de la familia Picornaviridae.

2.1 La particula viral

El genoma del VFA esta constituido por una Unica molécula de ARN de cadena simple y
polaridad positiva, de un tamarfio aproximado a 8450 nucleétidos (Carroll y col., 1984). La
particula infectiva tiene un diametro de aproximadamente 25 nm (Vasquez y col., 1979),
con una capside proteica, desnuda, de simetria icosaédrica 5:3:2 (Figura 1). La capside
esta compuesta por sesenta copias de cada una de las cuatro proteinas estructurales,
denominadas VP1 a VP4, de pesos moleculares de 27 y 30 kDa para VP1, VP2 y VP3,
respectivamente y de 9 a 10 kDa para VP4 (Boothroyd y col., 1989). Esta dltima esta
miristilada y se localiza internamente (Boothroyd y col., 1982; Chow y col., 1987). Una
copia de VP1, VP2 y VP3 se agrupan para formar un protdmero; cinco protomeros se
agrupan para formar un pentamero, la subunidad 12S (Vasquez y col, 1972), que
constituye cada una de las caras del icosaedro. Doce pentameros constituyen la cara
externa de la particula viral (Talbot y col., 1973). El virién contiene ademas 1 6 2 copias
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de dos proteinas minoritarias VPO, precursor de VP2 y VP4 (Forss y col., 1984), y la

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

Figura 1: Representacion esquematica de la capside del VFA

Se indican los ejes de simetria quintuple (@ ), triple (A ) y doble (@ ). Los cinco protémeros
alrededor del eje de simetria quintuple se indican con trazo grueso. La proteina VP1 se indica en
azul, VP2 en celeste y VP3 en rojo (Arnold y col., 1987).

Las proteinas VP1, VP2 y VP3 adoptan una configuracion espacial similar (Acharya y col.,
1989). Cada cadena polipeptidica se pliega sobre si misma varias veces para dar origen a

una estructura conocida como barril B, que consiste de ocho cadenas con estructura
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secundaria de lamina R ubicadas unas sobre otras y conectadas entre si por bucles o
loops expuestos al medio externo (Hogle y col., 1985). Las cadenas R forman las paredes
del barril y se denominan con letras (A, B, C, etc.). Los “loops” se denominan segun las
letras de las cadenas 3 que conectan (Figura 2).

El virion intacto tiene un coeficiente de sedimentacién de 146S y alta densidad en cloruro
de cesio (1,43-1,45 g/cm®). Es inestable a pH acido y a altas temperaturas.

La particula 146S es facilmente disociable por tratamiento a pH < 7 en subunidades
virales 12S (Rueckert, 1985) que corresponden a pentameros de VP1, VP2 y VP3 y un
precipitado insoluble que contiene a VP4 (Burroughs y col., 1971).

Luego de las infecciones virales es posible obtener también otra clase de particulas, con
un coeficiente de sedimentacion de 75S. Estas particulas son capsides vacias, un
producto naturalmente defectivo que contiene moléculas de VP1, VP2 y el precursor VPO,

pero no contienen ARN.

Figura 2: Representacion esquematica del motivo “barril B” que adoptan las
proteinas VP1, VP2 y VP3 (Hogle y col., 1985).
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2.2 El genoma del VFA
Como en todos los Picornavirus, el genoma del VFA esta constituido por una unica

molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva. La longitud del ARN viral es de
aproximadamente 8500 bases, con un peso molecular de 2,7 x 10° Da y un coeficiente de
sedimentacién de 35S (Forss y col., 1984, Robertson y col., 1985, La Torre y col., 1980).
El extremo 5’ no posee la secuencia CAP caracteristica de la mayor parte de los ARN
mensajeros celulares y virales. Sin embargo, esta covalentemente unido a una proteina
de bajo peso molecular denominada VPg (Grubman, 1980, Sangar y col., 1977) codificada
por el genoma viral por 3 genes en tandem (Forss y col., 1984). Esta proteina podria tener
una funcién importante en la replicacién viral en Picornavirus (Crawford y Baltimore,
1983).

El extremo 5 del ARN presenta una region no codificante de aproximadamente 1.300
nucledtidos de longitud. Se desconoce la funcién de la primeras 400 bases a partir del
extremo 5'. A continuacion se encuentra un tramo de policitidinas (poli C) cuya longitud
oscila entre 100 y 200 bases (Rowlands y col., 1978). La funcién del poli C es
desconocida, aunque se ha tratado de relacionar con la virulencia. Escarmis y
colaboradores (1992), mostraron que la longitud del poli C aumenta en el VFA serotipo C
luego de 100 pasajes en cultivo. Se ha demostrado que tractos de poli C mayores que 75
nucledtidos presentan ventajas replicativas en cultivos celulares (Rieder y col., 1993). Sin
embargo, tractos de poli C de s6lo 2 bases de longitud resultaron igualmente virulentos en
ratones.

Hacia el extremo 3’ del poli C se encuentra una region con varios tripletes AUG que no se
traducen. En esta region se encuentra el sitio de unién al ribosoma (IRES) que presenta
una extensa estructura secundaria (Belsham y Brangwyn, 1990, Kuhn y col., 1990). EI
inicio de la traduccién en los Picornavirus es un proceso independiente del cap y la
subunidad ribosomal se une directamente al sitio IRES. Mediante estudios de
mutagenesis dirigida sobre esta region se demostré que algunas mutaciones puntuales
pueden llevar al incremento de la traduccion in vivo (Martinez-Salas y col., 1993).

A esta region no traducida sigue la regién codificante que presenta un Unico marco de
lectura abierto que codifica para una sola poliproteina. Esta es procesada a través de una
serie de clivajes proteoliticos que dan origen a las proteinas virales estructurales y no
estructurales.

El genoma se divide en cuatro regiones codificantes denominadas L, P1, P2 y P3 (Figura
3).
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La regién L, ubicada en el extremo 5', codifica para un polipéptido lider. La traduccion del
mensajero viral puede comenzar alternativamente en 2 codones de iniciacion separados
entre si por 84 nuclebtidos dando origen a una proteina de PM 23.000 (Lab) o a una
proteina de PM 16.000 (Lb) que presentan la misma secuencia carboxilo terminal
(Belsham, 1992). La proteina L tiene actividad proteolitica y se autocliva del extremo
amino terminal del precursor de las proteinas de la capside, entre una lisina y una glicina.
No se detectaron diferencias en la funcionalidad de las dos formas L (Medina y col,,
1993). Recientemente, variantes carentes de esta region codificante mostraron una
replicacion mas lenta en células BHK-21 y menor virulencia en raton lactante y bovinos
(Mason y col., 1997).

Hacia el extremo 3' de la regiéon L se halla la regién P1, que codifica para las cuatro
proteinas estructurales en el orden VP4, VP2, VP3 y VP1, que constituyen la capside
viral. Las regiones P2 y P3 codifican para las proteinas no estructurales del virus y estan
involucradas en la replicacién. La region P2 es clivada para dar los polipéptidos 2A, 2B y
2C. El polipéptido 2A esta formado por 16 aminoacidos y tiene actividad proteolitica. Las
funciones de las proteinas 2B y 2C no han sido aun dilucidadas. Existen evidencias que
indican que 2C y el precursor 2BC forman parte del complejo de replicacion. La proteina
2C estaria involucrada en la sintesis de ARN viral y su funcién seria semejante a la de
una helicasa (Porter, 1993).

La region P3 codifica las proteinas 3A, 3B, 3C y 3D. A partir del precursor 3AB se originan
las 3 moléculas de VPg. Esta proteina de 22 aminoacidos se une covalentemente via
tirosina al extremo 5 del ARN y a las cadenas nacientes y esta probablemente
involucrada en la iniciacién de la sintesis de ARN. La proteina 3A contiene un dominio
altamente hidrofébico que constituiria una regién involucrada en el anclaje a membrana.
La proteina 2C y el precursor 3AB se hallan fuertemente asociados. Se postula que 2C se
une también a membranas via 3AB. Este complejo, anclaria el ARN viral con el fin de
proveer la organizacién espacial correcta y necesaria para su replicacion (Porter, 1993).
La region 3C codifica para una proteasa cuya funcion es fundamental, pues es la enzima
responsable de la mayoria de los clivajes relacionados con la maduracion de la
poliproteina precursora (Porter, 1993). La regién 3D codifica para la polimerasa viral, que
es una ARN polimerasa ARN dependiente. A esta proteina se la denomina también
antigeno VIAA (antigeno asociado a la infeccion viral) (Robertson y col., 1983, Grubman y
Baxt, 1982, Klump y col., 1984).
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Figura 3: Estructura del genoma del VFA y procesamiento de la poliproteina del VFA
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El clivaje mediado por Lab o Lb se sefala en celeste, el mediado por 2A se sefala en verde, el
mediado por 3C se sefiala en rojo y el clivaje que ocurre en la encapsidacién del ARN viral se
sefala en rosa.

En el extremo 3’ del ARN viral se encuentra un tramo de poli adeninas (poli A) que varia
entre 40 y 100 nucledtidos (Porter y col., 1978, Chartejee y col., 1976).
En el procesamiento de la poliproteina viral intervienen al menos 3 proteasas viricas: la

proteasa 3C, que interviene en procesamiento de P1, P2 y P3, la proteasa 2A, que
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cataliza el clivaje entre 2A y 2B y la proteasa L, que autocataliza su separacion de la

poliproteina (Ryan y col., 1989).

2.3 Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacion viral tiene una duracion que varia entre 5 y 10 horas, dependiendo
de la cepa viral, el hospedador y de variables dependientes del ambiente (temperatura,
pH, estado nutricional de las células, etc) (Baltimore y col., 1966).

La infecciéon en cultivos celulares comienza con la adsorcién del virus a la membrana
plasmatica de la célula hospedadora. Es un proceso reversible y su etapa inicial esta
gobernada por fuerzas electrostaticas, resultando necesaria la presencia de cationes
bivalentes como Ca®* y Mg?* (Brown y col., 1962). Esta etapa es de particular importancia,
ya que representa un importante determinante de la susceptibilidad celular a la infeccion y
cumple un rol importante en el tropismo y la patogenia del virus (Crowell y Landau, 1979).
Debido a que el tratamiento con tripsina provoca la inactivacion del VFA y su sitio de
clivaje se encuentra en VP1, ésta proteina viral es la involucrada en la union al receptor
celular (Cavanagh y col., 1978). Se ha propuesto que la zona de interaccién del virus con
el o los receptores celulares es la secuencia aminoacidica RGD (arginina-glicina-acido
aspartico) del loop G-H de dicha proteina (Baxt y Becker, 1990). Esta secuencia se
encuentra altamente conservada en los distintos serotipos del VFA y expuesta en la
superficie del virion (Logan y col., 1993). Se ha descripto que péptidos que contienen esta
secuencia son capaces de inhibir la unién del VFA a las células susceptibles (Fox y col.,
1989).

El receptor celular para el VFA es una integrina y es comun al de la vitronectina, aunque
no se descarta que el virus utilice otros receptores celulares (Beristein y col., 1995).
Ademas, se demostré que algunas cepas de VFA de serotipo O adaptadas a cultivo de
células requieren un contacto directo con heparan sulfato en la superficie celular para una
infeccion eficiente (Jackson y col., 1996).

El mecanismo propuesto para la entrada del genoma viral es la endocitosis mediada por
receptor. Se demostré que el pH acido de los endosomas proporciona el medio adecuado
para la ruptura del virus en subunidades 12S, dejando el ARN viral libre para iniciar la
replicacion (Carrillo y col., 1984, Carrillo, 1985)

La replicacion del genoma se produce en el citoplasma utilizando la ARN polimerasa ARN
dependiente 3D, codificada por el virus. Esta polimerasa sintetiza cadenas
complementarias de polaridad negativa que constituyen el templado de las cadenas de
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polaridad positiva (Sangar, 1979). De estas cadenas, algunas sirven como templado para
amplificar el genoma viral y carecen de proteina VPg (Nomoto y col., 1976). Las otras
cadenas de polaridad positiva son empaquetadas en capsides para formar viriones.
Durante el proceso de replicacion se forma un intermediario de ARN doble cadena
asociado al reticulo endoplasmico liso. La entrada de la molécula de ARN a la procapside
(particula vacia 70S) resulta en la aparicién del provirion que protege al acido nucléico de
la degradacién de nucleasas (Fernandez Tomas y Baltimore, 1973). La formacion del
viribn maduro ocurre con el clivaje de VPO en VP4 y VP2, lo cual lleva al reordenamiento
estructural de la capside viral que incrementa su estabilidad y constituye el ultimo paso en
la maduracién de la particula viral (Rueckert, 1976). La formacién de los viriones maduros
lleva a la lisis celular, con la cual son liberados al medio para iniciar un nuevo ciclo.
Tempranamente luego de la infeccién, el VFA produce la inhibicion de la sintesis de los
ARN mensajeros celulares interviniendo en el inicio de la transcripcion. La proteina
responsable de este fendmeno es la proteasa 3C que, ademas, degrada la histona H3
(Falk y col., 1990). La infeccion viral también inhibe la sintesis de proteinas celulares
mediante la proteasa viral L, que interviene en la degradacion del factor celular p220
implicado en el proceso de iniciacién de la traducién (Devanney y col., 1988). El producto
primario de la traduccion es una poliproteina que corresponde a la totalidad de la regién
codificante (Forss y col.,, 1984). Este precursor no se detecta pues se cliva durante su
traduccion, dando origen a las 4 proteinas precursoras PO (UL’), P1 (1ABCD-2A), P2
(2BC) y P3 (ABCD). Estas, a través de clivajes secundarios mediados por proteasas
virales, generan las proteinas estructurales y no estructurales presentes en células
infectadas.

El dltimo evento en el procesamiento es el clivaje del precursor VPO en VP2 y VP4. Este
proceso ocurre en los picornavirus después del ensamblado de la capside y esta asociado

con la encapsidacion del ARN viral y con la adquisicién de infectividad del provirién.

3. Variabilidad genética del VFA

3.1 Mecanismos de generacion de variabilidad genética en los virus a ARN

Los virus cuyo genoma esta compuesto por ARN constituyen el grupo de parasitos mas
abundante de animales y plantas. Estos organismos comparten con sus hospedadores el
gran potencial de variacién pero difieren de ellos en su tolerancia a dichas modificaciones.

Existen importantes restricciones que limitan la variacion del ADN celular ya que la alta
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complejidad genética de las células necesita de una alta fidelidad en la replicacion del
material genético que sera transmitido a las generaciones siguientes. Para una
determinada complejidad gendémica, existe una fidelidad critica de replicacion del material
genético debajo de la cual dicha informacién no puede mantenerse. Es de esperar que las
polimerasas con actividad de proofreading, capaces de corregir los nucleétidos mal
incorporados en el ADN, hayan evolucionado junto con el aumento en el tamafio del ADN
que es necesario para la organizacion celular (Eigen y Schuster, 1979). La tasa de
mutacién puntual del ADN celular se estiman entre 10 y 10" "'sustituciones por nucleétido
por ronda de replicacion (Fry y Loeb, 1986) debido a la actividad correctora de las ADN
polimerasas y al alto poder de seleccién de nucleétidos correctos que poseen. Cuando se
suprime la actividad reparadora de las ADN polimerasas, la tasa de mutacién alcanza 10™
sustituciones por nucleétido por ronda de replicacion (Eigen y Schuster, 1979, Fry y Loeb,
1986, Loeb y Kunkel, 1982).

Las ARN polimerasas ARN dependientes carecen de la actividad exonucleasa 3'—55’
asociada con la actividad de proofreading, por lo que la tasa de mutacién promedio en la
replicacién de los genomas a ARN vy en la retrotranscripcion varia entre 102 y 10" por
nucleétido y por ronda de replicacién (Domingo y Holland, 1988, 1994). Los genomas de
los virus a ARN son pequeios (3 a 30 Kb.) lo que los hace compatibles con una baja
fidelidad en la copia de la informacion genética. Sin embargo, mayores frecuencias de
mutacion podrian llevar a la pérdida de la informaciéon genética, lo que indica que la
frecuencia de mutacién de las polimerasas virales esta muy cerca del maximo que puede
tolerarse (Holland y col., 1992).

Otro mecanismo que contribuye a la alta variabilidad genética de los virus a ARN es la
recombinacion genética que consiste en la unién covalente de dos ARN provenientes de
moléculas parentales distintas (King, 1988). La primera prueba directa de recombinacion
genética en virus a ARN fue obtenida con el VFA (King y col., 1982). Existen varios sitios
de recombinacion en el genoma del VFA pero no existe evidencia de que sean eventos
especificos de sitio (King y col., 1985). La recombinaciéon de genomas de VFA ocurre con
menor frecuencia en virus menos relacionados (pertenecientes a distintos serotipos). No
se conoce la contribucion de este mecanismo en la evolucién del VFA.

Una consecuencia de la alta tasa de mutacion que opera durante la replicacion del ARN
es que constantemente se generan genomas mutantes (Domingo y col.,, 1978). La
mayoria se mantienen en bajas frecuencias y algunas son eliminadas. Asi, los genomas a
ARN son altamente heterogéneos, lo que los provee de una alta capacidad de adaptacion.
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3.2 Las poblaciones de VFA son cuasiespecies

Las poblaciones de ARN no son genéticamente definidas. Eigen y colaboradores (1979,
1988) utilizaron el término cuasiespecies para describir la distribucibn compleja de
genomas relacionados, no idénticos que constituyen una poblacion de ARN. Esta
distribucion incluye una o algunas secuencias maestras y un espectro de secuencias
mutantes. La secuencia maestra, en general, coincide con la secuencia promedio o
consenso y puede representar una proporcion muy pequeia del numero total de
genomas, que fue estimada en un 10 % para el fago QB (Domingo y col.,, 1978) y es
menor al 1 % para el VFA (Sobrino y col.,, 1983). Asi, la mayoria de la moléculas
pertenecen al espectro de mutantes y constituyen un enorme reservorio de variantes
genéticas y fenotipicas.

La situacidén en la cual un espectro dinamico de mutantes produce la misma secuencia
consenso se denomina equilibrio de las poblaciones de ARN (Domingo y Holland, 1988).
Durante la replicacion del ARN se generan genomas mutantes en forma continua. La
proporcidon que cada mutante adquiera en una poblacién es un resultado no sélo de la
tasa de aparicion de la mutacién sino de la capacidad competitiva de la mutante frente a
las otras variantes (habilidad para replicar el genoma, para formar la capside, etc). De
esta forma, una variante sera mantenida en baja frecuencia a pesar de que se genere a
una tasa alta. Se han identificado 3 mecanismos que actuan modificando las
cuasiespecies virales y promueven la evolucion viral: 1) la accibn modulativa de la presién
negativa por la cual una nueva variante es favorecida o no en la poblacién segun su
aptitud respecto a las otras variantes, 2) la accion de la seleccién positiva que hace que
una variante neutral o de baja aptitud se vuelva dominante en respuesta a un cambio
ambiental (las mutantes que escapan a la neutralizacién son un ejemplo) y 3) eventos al
azar que hacen que una variante sea amplificada respecto de las demas
independientemente de su aptitud competitiva (Domingo y Holland, 1994).

La diversidad genética del VFA se alcanza no sélo por la fijacion de mutaciones. Un
animal infectado genera genomas variantes que tienen una cierta probabilidad de ser
transmitidos a nuevos hospedadores y se pueden establecer infecciones productivas por
amplificacion de genomas diferentes de la secuencia consenso 0 maestra. Esta situacion
puede ocurrir dentro de un Unico hospedador donde unos pocos viriones invaden nuevos

tejidos u 6rganos.
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3.3 Heterogeneidad genética del VFA

La variabilidad genética del VFA ha sido ampliamente estudiada. Se ha determinado que
la homologia de secuencia entre ARN de los serotipoa A, O y C es del 44-70% y para
virus de distintos subtipos dentro de los serotipo A y O la homologia supera el 70%. El
ARN genoémico de virus aislados durante un anico brote de VFA difirieron en 0,7-2,2% de
los nucleétidos (Domingo y col., 1980, Anderson y col., 1985). El analisis de ARN de
placas virales individuales denvadas de un aislamiento revelaron la presencia de 2
diferentes secuencias nucleotidicas.

Mediante la comparacion de la secuencia nucleotidica de la proteina VP1 de 22
aislamientos de los serotipos A, O y C se construyeron arboles filogenéticos que
mostraron que los aislamientos tenian secuencias similares pero no idénticas, que se
podian agrupar de acuerdo al serotipo (Dopazo y col., 1988). Los resultados mostraron
que se permite una considerable variacion alrededor de la secuencia consenso que define
un serotipo, pero existen restricciones mas severas entre serotipos. La variabilidad
observada para el serotipo A fue mayor que las observadas para los serotipos O y C.
Villaverde y colaboradores (1988, 1991) compararon las tasas de fijacién de las
mutaciones en la proteina VP1 y en la polimerasa 3D entre aislamientos de VFA
epidemiologicamente relacionados y observaron que la tasa de fijacion de mutaciones en
VP1 era 2,1 veces mayor que la de la proteina 3D. Sin embargo, la heterogeneidad
genética de los segmentos de ARN codificantes para VP1 y 3D era similar, lo cual sugiere
que la conservacion del gen de la polimerasa no se debe a una mutabilidad menor cuando
la polimerasa copia ese segmento, sino a una continua seleccion de la misma secuencia
consenso.

Mediante pasajes seriados en cultivo de células fue posible estimar la diversidad genética
entre poblaciones de VFA y dentro de una misma poblacion (Sobrino y col., 1983). La
secuencia nucleotidica promedio del ARN de la poblaciones diferia en 14-57 nucledtidos.
El analisis de clones independientes de dos poblaciones mostré que cada molécula de
ARN diferia de la secuencia parental en 2-8 sustituciones por genoma.

Al analizar virus recuperados de infecciones persistentes en cultivo de células se observé
una modificacion gradual de sus genomas y de diversas caracteristicas fenotipicas (De la
Torre y col., 1985, Diez y col., 1990). También se observo la seleccién de virus variantes
luego de una unica infeccion en células BHK-21 parcialmente resistentes (Escarmis y col.,
1998). Los virus recuperados secuencialmente de animales persistentemente infectados

mostraron cambios en la carga de sus proteinas estructurales, cambios en la secuencia
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de las proteinas y cambios en la antigenicidad (Gebauer y col., 1988). La aplicacion de un
inmunoensayo in situ (Diez y col., 1989) revel6é que un clén de VFA pasado en cultivo de
células era antigénicamente heterogéneo.

Se han seleccionado variantes antigénicas de VFA en diferentes condiciones: en animales
infectados naturalmente (Feigelstock y col., 1996, Feigelstock y col., 1992, Mateu y col.,
1994), en animales parcialmente inmunes (Fagg y Hyslop, 1966), en animales
persistentemente infectados (Gebauer y col, 1988), en células persistentemente
infectadas (De la Torre y col., 1985, Diez y col., 1990) y en cultivos de células en ausencia
o presencia de presion inmune (Borrego y col., 1993, Sevilla y col., 1996, Mbayed y col.,
1997, Schiappacassi y col., 1995). Ademas, el potencial de variabilidad se demostré por la
facilidad con la que se se seleccionan variantes de VFA resistentes a la neutralizacion con
anticuerpos monoclonales (AcM). Estos resultados mostraron que la seleccion de
variantes antigénicas del VFA no resulta necesariamente de la presién inmune. Existen
dos modelos para explicar la aparicién de variantes antigénicas en ausencia de presion
inmune: 1) las variantes aparecerian por fuerzas selectivas distintas de la presion inmune
pero los reemplazos podrian contribuir a la variacién antigénica, 2) los sitios antigénicos
estarian sujetos a menores restricciones estructurales y serian mas tolerantes a las

sustituciones aminoacidicas que otras regiones protéicas (Domingo y col., 1993).

4. Diversidad antigénica del VFA

4.1 Antigenicidad

El VFA es un virus antigénicamente muy diverso y heterogéneo. Las primeras
observaciones al respecto se basaron en el reconocimiento de varios tipos. Se
identificaron 7 serotipos distintos utilizando la prueba de fijacion de complemento: los
serotipos A y O fueron identificados por Vallé y Carré, (1922), el serotipo C por Waldmann
y Trautwein (1926) y, posteriormente, se identificaron los serotipos Sat1, Sat 2, Sat 3 y
Asia 1(Brooksby y Rogers, 1957, Brooksby, 1958). Los animales recuperados de Ia
infeccion provocada por un virus de un serotipo o vacunados contra un serotipo son
susceptibles a la infeccién por un VFA perteneciente a otro serotipo.

Se han identificado mas de 65 subtipos virales con diferentes grados de relacion
seroldgica (Pereira, 1977) y muitiples variantes antigénicas (Mateu y col., 1988). En
concordancia con la estructura de cuasiespecies del VFA (Domingo y col.,, 1992), se

sugiere que cada aislamiento viral puede ser unico en su composicion fina de epitopes y
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puede incluir multiples variantes genéticas y antigénicas (Domingo y col., 1980, Mateu y
col., 1989).
El serotipo Asia 1 se encuentra distribuido en el continente asiatico, los serotipos Sat en el

continente africano y los serotipos A, O y C en Sudamérica, Europa, Asia y Africa.

4.2 Los sitios antigénicos en los diferentes serotipos

La determinacién de la estructura tridimensional de la capside del VFA de los serotipos O
y C por la técnica de difraccion de rayos X del virus cristalizado ha permitido interpretar
propiedades biolégicas del virus como la antigenicidad y también entender los
mecanismos de variacién antigénica y sus restricciones estructurales (Acharya y col.,
1989, Fox y col., 1987, Leay col., 1994).

La secuenciacién de variantes virales que escapan a la neutralizacién con AcM y los
resultados obtenidos en ensayos de competencia entre VFA y péptidos sintéticos que
imitan segmentos de la particula viral han permitido la identificacion de los sitios
antigénicos del VFA en los serotipos A (Baxt y col., 1989, Saiz y col., 1991, Thomas y col.,
1988), O (Xie y col., 1987, Parry y col., 1989, Kitson y col., 1990, ) y C (Mateu y col., 1989,
Mateu y col., 1990, Lea y col., 1994). Estos sitios antigénicos se encuentran distribuidos
en las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3 (Figura 4).

El sitio antigénico A (Strohmaier y col., 1982) se encuentra en el loop G-H de la proteina
VP1 (posicion 140-160) que se presenta como una regiéon protruyente y desordenada
(Acharya y col., 1989, Lea y col., 1994). Este sitio antigénico incluye multiples epitopes
continuos y solapados (Mateu y col., 1990). Existen multiples evidencias que sugieren que
el sitio A es el sitio inmunodominante del VFA: el clivaje de la capside viral en el sitio A o
C disminuye drasticamente la antigenicidad de la particula viral (Wild y col.,, 1970);
péptidos sintéticos que representan el sitio A absorben la mayor parte de los anticuerpos
neutralizantes presentes en el suero de animales (Pffaf y col., 1982); estos péptidos
sintéticos son capaces de inducir una respuesta inmune protectiva en animales (Pffaf y
col., 1982, Bittle y col., 1982), y AcM neutralizantes generados contra VFA se dirijen al
sitio antigénico A (Mateu y col., 1987, 1989 y 1990). El sitio antigénico A es la zona mas
variable de la capside viral y se le atribuye la extensa heterogeneidad antigénica del VFA
(Mateu y col., 1988).

En el extremo carboxilo terminal de la proteina VP1 se localiza el sitio antigénico C
(aminoacidos 200-213). En el serotipo O, el sitio antigénico C forma con el sitio A un
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dominio antigénico discontinuo llamado sitio | (Kitson y col., 1990). En el serotipo C, los
sitios A y C aparecen como sitios antigénicos continuos e independientes.

El sitio antigénico D, definido para el serotipo C, incluye el loop B-C de la proteina VP2
(residuos 70 a 80) y el knob B-B de VP3 (residuos 58 a 61) que corresponden a los sitios
antigénicos Il y IV definidos para el serotipo O. En el serotipo C participa del sitio D parte
de la regidén carboxilo terminal de VP1, alrededor del aminoacido de la posicién 193. El
loop E-F de la proteina VP2 (residuos 131 al 134) participa en el serotipo O, del sitio
antigénico |Il.

En el serotipo O se ha identificado un sitio antigénico independiente,el sitio antigénico llI,
en el Joop B-C de la proteina VP1 (residuos 43 al 48). Se ha descripto la existencia de un
quinto sitio antigénico para el serotipo O (Crowther y col., 1993), que se localiza en el loop
G-H de la proteina VP1. Este sitio presenta independencia funcional del sitio | pero se
solapa fisicamente.

Se ha demostrado la importancia de sustituciones aminoacidicas en sitios antigénicos
distintos del sitio A y C en la diversificacién antigénica del VFA en el campo (Feigelstock y
col., 1992).

4.3 Variabilidad en los sitios antigénicos

Los cambios moleculares responsables de la variacion antigénica deben preservar una
capside funcional. El virion debe permanecer estable y mantener su capacidad de infectar
células susceptibles por unién al receptor celular, a la vez que debe tratar de escapar al
sistema inmune. En algunos miembros de la familia Picornaviridae se propone que los
residuos involucrados en la unién al receptor se encuentran ubicados en un bolsillo o
depresion, inaccesibles a los anticuerpos (Colonno y col., 1988).

Sin embargo, el VFA tiene una superficie que no presenta ninguna depresién donde los
residuos responsables de la unién al receptor puedan ocultarse. Por el contrario, la
secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) se localiza en la punta de un /oop
altamente expuesto, flexible y accesible a los anticuerpos. De esta forma, el triplete RGD,
altamente conservado, se encuentra flanqueado por dos regione hipervariables que
servirian para “distraer” al sistema inmune y preservar estos residuos (Acharya y col.,
1989, Lea y col., 1994). Estas observaciones podrian sugerir que la importancia de la

secuencia RGD seria principalmente funcional y no antigénica.
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Figura 4: Sitios antigénicos en la unidad pentamérica del VFA O1K

En azul se muestran los residuos de VP1, en verde los de VP2, en rojo los de VP3 y en amairillo
los de VP4. Las esferas color celeste situadas en la superficie del viribn corresponden a los
aminoacidos 133-158 de la proteina VP1 (Acharya y col., 1989).

Debido a que la respuesta inmune humoral constituye la defensa principal contra el VFA,
es importante la existencia de zonas de la capside que sean capaces de cambiar
antigénicamente por sustituciones en los residuos de contacto con los anticuerpos o
mediante cambios conformacionales. El loop G-H de la proteina VP1 es la region mas
variable del virus. Es una estructura altamente flexible, desordenada y mévil que ofrece

bajas restricciones conformacionales y permite una alta tolerancia en las sustituciones
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aminoacidicas. La conservacion de esta flexibilidad resulta altamente ventajosa para el
virus y facilita el escape al reconocimiento por anticuerpos.

El sitio antigénico D es discontinuo e involucra residuos expuestos de las proteinas VP1,
VP2 y VP3. Este sitio es un ejemplo de las restricciones estructurales que limitan la
fijacion de cambios aminoacidicos en epitopes del VFA, ya que las sustituciones en este
sitio encontradas en las mutantes que escapan a la neutralizacién ocurren repetidamente
y en eventos independientes en unos pocos residuos expuestos que no estan
involucrados en interacciones con otros aminoacidos de la capside. Las sustituciones
aminoacidicas en el sitio D presentes en aislamientos naturales ocurren en las mismas
posiciones reemplazadas en las mutantes de escape a la neutralizacion (Mateu y col.,
1994). Ademas, en VFA pasado en cultivo de células en ausencia de presion inmune, las
sustituciones aminoacidicas ocurren con menor frecuencia en el sitio D que en el sitio A
(Diez y col., 1989, Domingo y col., 1993). Se ha propuesto que el sitio D seria altamente
intolerante a cambios aminoacidicos debido a restricciones estructurales (Lea y col.,
1994), es decir que los diferentes sitios antigénicos y epitopes del VFA difieren en su

tolerancia a reemplazos aminoacidicos.

4.4 Bases moleculares de la variabilidad genética

Mediante la secuenciacion de cepas virales y la caracterizacion de las mismas con un
panel de AcM bien caracterizados, ha sido posible comprender las bases moleculares de
la variabilidad antigénica observada en el VFA. Esta variabilidad se genera por cambios
aminoacidicos en los epitopes involucrados en la neutralizacién viral. La heterogeneidad
antigénica se ha detectado no sélo entre virus aislados en lugares y tiempos distantes
sino también en virus relacionados epidemiol6gicamente. Ademas, se han observado
diferencias antigénicas entre virus provenientes de diferentes lugares en la misma fecha,
asi como también entre virus colectados a partir de un mismo brote (Mateu y col., 1988).
Todos estos resultados sugieren que cada aislamiento viral es genética y antigénicamente
unico.

Se han descripto dos mecanismos de variacién antigénica en el sitio antigénico A
(Martinez y col., 1991). Uno de ellos involucra modificaciones graduales de los epitopes
debido a la acumulacién de sustituciones aminoacidicas; el otro consiste en cambios
antigénicos abruptos causados por sustituciones aminoacidicas Unicas en posiciones
criticas. El calculo de los indices de variabilidad para cada aminoacido del sitio A mostro

la existencia de dos regiones hipervariables flanqueando la region RGDLA (arginina-
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glicina-acido aspartico-leucina-alanina) altamente conservada y que incluye la region RGD
involucrada en el reconocimiento del virus con la célula blanco. Sustituciones en las
regiones hipervariables causan una modificacion gradual de los epitopes. En cambio,
sustituciones en las posiciones 145 o 146 de la proteina VP1 del VFA del serotipo C son
suficientes para disminuir o anular la reactividad de un panel de AcM que reconocen
distintos epitopes dentro del sitio A (Mateu y col., 1990, Martinez y col., 1991). Se reportd
que para el serotipo A las sustituciones mas frecuentemente encontradas en mutantes
resistentes a AcM ocurrieron en la posicion 150, equivalente a la posicion 146 en el
serotipo C (Bolwell y col., 1989). A partir de bovinos persistentemente infectados con C3
Resende se recuperaron variantes con un cambio en la posicion 148 que afectd la
mayoria de los epitopes del sitio antigénico A (Gebauer y col., 1988).

Todos estos datos indican que algunas modificacidbnes genéticas muy limitadas pueden
tener un efecto muy importante en la antigenicidad del VFA, afectando mudltiples epitopes.
El sitio antigénico C muestra una conservacién mayor que el sitio A, tanto en la secuencia
aminoacidica como a la reactividad con AcM. En virus del serotipo C se ha encontrado
que algunas sustituciones en las posiciones 200 y 202 de la proteina VP1 resultan en un
cambio de reactividad con los AcM disponibles contra ese sitio antigénico (Martinez y col.,
1991).

El sitio antigénico D presenta una heterogeneidad antigénica semejante a la del sitio A, a
pesar de que el sitio A se compone de epitopes continuos en tanto que el sitio D se
compone de epitopes discontinuos en la interfase de 3 proteinas. En este sitio antigénico,
las posiciones 74 de la proteina VP2, 58 de la proteina VP3 y 193 de la ptoteina VP1
parecen tener un rol clave en el reconocimiento antigénico. Se encontraron mutaciones en
estas posiciones en cepas de campo provenientes de animales infectados (Feigelstock y
col., 1996), como también en mutantes de escape aisladas a partir de VFA del serotipo C
(Leay col., 1994), O (Kitson y col., 1990) y A (Saiz y col., 1991).

Cada sitio antigénico identificado en el VFA es relevante en el reconocimiento del virus
por el sistema inmune del animal suceptible y participa, en diferentes grados, en la
variaciéon antigénica del virus en la naturaleza. La hipervariabilidad del sitio A refleja, no
s6lo la seleccion ejercida por el sistema inmune, sino también la tolerancia de
sustituciones fijadas independientemente de la presion inmune (Borrego y col., 1993, Diez
y col.,, 1989). En cambio, el sitio antigénico D muestra sustituciones aminoacidicas mas
limitadas en namero y tipo que el sitio A, tanto en aislamientos naturales (Mateu y col.,
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1994) como en virus obtenido luego de pasajes seriados de VFA C-S8cl en células en

cultivo (Holguin y col., 1997)

5. Respuesta inmune frente al VFA

La respuesta inmune producida en un organismo frente a un agente infeccioso combina
distintos mecanismos dirigidos a la eliminacién del patégeno.

La importancia de la respuesta inmune humoral en la protecciéon contra el VFA ha sido
ampliamente documentada (Van Bekkum, 1969, Pay y Hingley, 1987) e indica que los
anticuerpos circulantes juegan un papel muy importante en la proteccién in vivo frente a la
infeccién, existiendo en general una buena correlacion entre niveles altos de anticuerpos
neutralizantes determinados en ensayos in vitro y proteccién frente a la infeccion natural o
el desafio. Sin embargo, existen evidencias que sugieren que la existencia de altos
niveles de anticuerpos no es suficiente para la proteccién: en las pruebas de potencia
para evaluar las vacunas contra VFA, animales vacunados con niveles de anticuerpos
neutralizantes bajos o no detectables resultan protegidos frente al desafio viral, en tanto
que algunos animales con altos titulos de anticuerpos neutralizantes resultan susceptibles
(Collen, 1994). Ademas, cuando se inoculan péptidos sintéticos que imitan un epitope
localizado en el extremo carboxilo terminal de VP1, se producen altos niveles de
anticuerpos neutralizantes pero escasa proteccion (Meloen y Barteling, 1986). Los titulos
de anticuerpos medidos in vitro por ensayos de seroneutralizacion o ELISA permiten
determinar la capacidad de los anticuerpos de interactuar con el virus o de interferir con la
infeccion de células en cultivo, pero no evaluan otros mecanismos dependientes de
anticuerpos que pueden estar involucrados en la proteccion frente al VFA. En
experimentos de proteccidn pasiva de ratones se demostré que la porcidbn Fc de los
anticuerpos era necesaria para la protecciéon. Resultados semejantes se obtuvieron
utilizando AcM en los que la eliminacion de la porcion Fc o la inhibicidn de la fagocitosis
anulaban la accion protectiva de los AcM in vivo (Mc Cullough y col., 1986). Estos
resultados sugieren que la opsonizacion de las particulas virales y la destruccién de los
complejos antigeno-anticuerpo por las células del complejo reticuloendotelial via el
receptor para Fc puede tener importancia en la proteccion contra el VFA (Mc Cullough y
col., 1986, Mc Cullough y col., 1988).

Hasta el momento existe una extensa caracterizacion de la respuesta inmune humoral
contra el VFA, pero el rol de la respuesta celular no estd muy claro. Se ha demostrado
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que la respuesta inmune frente al VFA es T dependiente en ratones (Collen y col., 1989) y
en bovinos (Collen y Doel, 1990). En particular, estas células juegan un importante papel

en el establecimiento de la memoria inmunolégica (Piatti y col., 1991).

5.1 Respuesta inmune humoral

La infeccidon de animales susceptibles con VFA causa un aumento muy rapido en los
anticuerpos séricos que puede detectarse a los 4 dias luego de la infeccion. Esta
respuesta es basicamente de IgM y alcanza un pico a los 10-14 dias después de la
infecciéon. En general, la respuesta de IgM cae a niveles basales dentro de los 30-40 dias,
aunque algunos animales muestran altos niveles de IgM después de 80 dias. El cambio
de isotipo ocurre dentro de los 4 y 7 dias posteriores a la infeccion y resulta en una
respuesta predominantemente de 1gG1 con niveles detectables de 1gG2 e IgGA. El
aumento en los niveles de IgG1 coincide con la resoluciéon de las lesiones, la terminacion
de la viremia y la reduccién de la excrecion de virus. Los niveles de IgG alcanzan un pico
a los 14-28 dias y la proteccion al desafio con el virus homoélogo dura 1 aflo y medio o
mas (Collen, 1994).

Con respecto a la respuesta inmune a nivel de mucosas, se ha descripto un pico de
actividad neutralizante en los fluidos faringeos de animales infectados con VFA. Esta
actividad neutralizante se observé en la fase inflamatoria de la enfermedad (7 dias luego
de la infeccion) y se atribuy6 a IgM e IgA. Sin embargo, es dificil analizar la contribucidon
de la inmunidad de mucosas en la proteccion contra el VFA debido a los altos titulos de
anticuerpos en el suero que pueden llegar a las mucosas a través de los tejidos dafiados
y ser responsables de prevenir la replicacion viral (Francis y col., 1983).

En animales vacunados con virus inactivado la respuesta inmune se caracteriza por un
aumento muy rapido de IgM, IgG1 e IgG2. La primera inmunoglobulina que se produce es
la IgM, cuyo pico se observa de los 10 a los 14 dias posteriores a la vacunacién y luego
declina rapidamente. El pico de IgG se observa unos dias mas tarde (de 14 a 28 dias post
infeccion) siendo, en general, el pico de IgG1 mayor que el de IgG2. Generalmente, los
niveles de anticuerpos neutralizantes y la afinidad promedio de la respuesta inducida por
la vacunacion son menores que los inducidos por una infeccién natural (Collen, 1994).

La respuesta inmune en mucosas debida a la vacunacién es muy distinta a la que se
observa en la infeccion, y la induccion de IgA secretoria parece estar muy influida por el

tipo de vacuna que se utilice y los intervalos en que se vacune (Francis y col., 1983).
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En bovinos, los niveles de anticuerpos se mantienen durante meses y van descendiendo
lentamente. Los anticuerpos del suero de animales infectados reconocen
mayoritariamente la proteina VP1, en menor grado VP2 y VP3 y no reconocen la proteina
VP4, ya que no se encuentra expuesta en la superficie del virion.

Existen evidencias que indican que la subclase de IgG producida es importante en los
niveles de proteccién alcanzados. En bovinos infectados y vacunados con virus inactivado
se monta una respuesta humoral en la que los niveles de IgG1 son predominantes sobre
los de 1gG2. En algunos animales infectados se observé una respuesta temprana con
mayores niveles de IgG2 que de IgG1, pero la resolucidn de las lesiones s6lo se observd
cuando los niveles de IgG1 aumentaron (Mulcahy y col., 1990). En cambio, en animales
inmunizados con péptidos sintéticos se observaron relaciones 1gG1/IgG2
significativamente menores que aquellas observadas en animales inmunizados con
vacuna a virus inactivado. También se observaron diferencias de isotipo en la respuesta
inmune inducida en ratones infectados con VFA o inmunizados con vacunas a virus
inactivado formuladas en adyuvante acuoso u oleoso (Perez Filgueira y col., 1995).
Ademas, los niveles de proteccidn alcanzados por vacunas contra el VFA producidas en
células BHK-21 crecidas en suspension o epitelio lingual bovino correlacionaron con la
capacidad de cada preparacién de inducir mayores niveles de IgG1 (Capozzo y col.,
1997).

Se ha reportado que la IgG1 bovina es mas eficiente que la IgG2 para fijar complemento
in vitro y presenta una mejor capacidad para interactuar con los receptores Fc de los
fagocitos y promover la opsonizacion y posterior fagocitosis de los complejos antigeno-
anticuerpo por las células del sistema reticuloendotelial (McGuire y col., 1979).

La respuesta inmune humoral neutralizante que se despierta tanto en animales infectados
como vacunados es serotipo especifica. Sin embargo, los anticuerpos totales presentan,
en ambos casos, una reactividad heterotipica (Collen y col., 1998).

El titulo de anticuerpos inducido en los animales infectados es de mayor magnitud pero
menor duracién que en los animales vacunados, lo cual probablemente refleja el efecto de

los adyuvantes presentes en las vacunas (Garcia —Valcarcel y col., 1998).

5.2 Respuesta inmune celular
La induccion de una respuesta inmune contra un antigeno necesita de la activacién de

linfocitos T coopéradores especificos contra dicho antigeno. Estos linfocitos T activados
son necesarios para estimular el crecimiento y diferenciacion de linfocitos B y para la
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activacion de linfocitos T citotéxicos. El reconocimiento de los antigenos virales por los
linfocitos T requiere de la presentacion del antigeno procesado en forma de péptidos en
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Asi se produce la
activacion de los linfocitos T especificos que proliferan y secretan citoquinas.

La respuesta inmune frente al VFA en ratones infectados es dependiente de células T
(Collen y col., 1989) y esta restringida por moléculas del CMH (Francis y col., 1987), ya
que la adicién de epitopes para células T no especificos a un péptido sintético de VFA
permiti6 la induccion de una respuesta inmune neutralizante en ratones no
respondedores, respuesta que no se inducia en ausencia de estos epitopes T.

Los estudios acerca del rol de la células T en la respuesta inmune de bovinos frente al
VFA sugieren que ésta es T dependiente (Collen y Doel, 1990) y se han abocado
especialmente a la respuesta T cooperadora y a la identificacion de epitopes para células
T en las proteinas estructurales del VFA. Estos estudios se llevaron a cabo en animales
vacunados con virus inactivado o con péptidos sintéticos.

La respuesta de células T es heterotipica, ya que los linfocitos provenientes de animales
infectados o vacunados con una cepa de VFA son capaces de proliferar en respuesta a
otra cepas virales (Collen y Doel, 1990, Collen y col., 1998). La magnitud de la respuesta
frente a virus heterélogo es menor que la observada frente al virus homélogo y varia de
animal a animal y con el serotipo utilizado en la inmunizacién (Garcia —Valcarcel y col.,
1998).

Mediante ensayos de proliferacion con las proteinas virales estructurales aisladas se
mostroé que VP1, VP2 y VP3 son capaces de inducir proliferacién en linfocitos de animales
vacunados, indicando que contienen epitopes capaces de activar linfocitos T. La proteina
VP3 vy el precursor VPO fueron capaces de inducir una respuesta heterotipica (activar
linfocitos de animales vacunados con VFA de serotipos distintos)(Collen y Doel, 1990,
Collen y col., 1998). La respuesta contra VP1 fue serotipo especifica indicando que la
respuesta heterotipica que se observa frente al virus entero puede ser atribuida a
proteinas distintas de VP1.

Si bien la proteccion inducida por la vacunacion es de corta duracion, es posible detectar
linfocitos de memoria hasta 20 meses post vacunacion (Collen y Doel, 1990).

Collen y colaboradores (1991) estudiaron la capacidad de péptidos sintéticos
correspondientes a diferentes regiones de VP1 de estimular células T provenientes de
bovinos vacunados con virus inactivado e identificaron un epitope inmunodominante para
células T situado entre los residuos 21 y 40 de la proteina VP1. La respuesta inducida era
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de tipo T cooperadora. También se ha descripto la presencia de epitopes para células T
en la regiones 54 a 72 de la proteina VP2 y 99 a 110 de la proteina VP3.

Mediante inmunizaciones de bovinos con péptidos sintéticos conteniendo las regiones
141-156 y 200-213 de la proteina VP1 se ha demostrado que los linfocitos de algunos
animales son capaces de reconocer epitopes T en estas zonas. Sin embargo, las células
T de animales inmunizados con virus entero no responden a estos péptidos o lo hacen
muy pobremente indicando que no son epitopes dominantes (Van Lierop y col., 1992).
Posteriormente, se identificé un epitope inmunodominante para células T entre los
aminoacidos 20 y 34 de la proteina VP4 (Van Lierop y col.,, 1995). Este epitope se
encuentra altamente conservado entre los distintos serotipos de VFA, despierta una
respuesta heterotipica y es reconocido en el contexto de 4 haplotipos del CMH.
Recientemente se ha demostrado que la proteina no estructural 3D del VFA (ARN
polimerasa ARN dependiente) es reconocida por células T de bovinos (Collen y col.,
1998).

Hasta ahora, se desconoce la importancia de la respuesta T citotéxica en la proteccion
frente al VFA. Sin embargo, el analisis fenotipico de linfocitos provenientes de animales
vacunados o infectados mostré un aumento mayor de linfocitos T CD8+ luego del desafio

en los animales infectados que en los vacunados (Garcia —Valcarcel y col., 1998).

5.3 Influencia del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) en la respuesta
inmune frente al VFA

El reconocimiento de los antigenos por las células T requiere de la presentacion de los
determinantes antigénicos en asociacién con las moléculas del CMH. La estructura de los
CMH clase | y Il humanos fue resuelta por cristalografia de rayos X (Brown y col., 1993,
Bjorkman y col., 1987). Se han identificado secuencias consenso y tamafos especificos
para los péptidos asociados con las moléculas del CMH clase | y Il. El CMH clase |
acomoda péptidos mas pequefios (8-10 aminoacidos) que el de clase Il (13 a 17
aminoacidos). Los péptidos son presentados por el CMH clase |l a los receptores T en la
superficie de los linfocitos T colaboradores (CD4+) y por el CMH clase | a los receptores T
en la superficie de los linfocitos T citotoxicos (CD8+).

El CMH en bovinos se denomina BoLA (bovine lynphocyte antigen) y sus genes codifican
para moléculas de superficie altamente polimoérficas (Spooner y col., 1978). Estos genes
parecen tener una organizacién similar a los del CMH de humanos. Se han identificado 2
genes DQA y DQB, 1 gen DRA y 3 genes DRB (de los cuales uno es un pseudogen), 1

36



I. Introduccion

gen DNA, DOB y los genes DIB, DYA y DYB, cuya identificacion es reciente. Se han
utilizado varios métodos para caracterizar el polimorfismo de los genes y productos
génicos del CMH clase Il bovino. El polimorfismo de las proteinas se estudid mediante
isoelectroenfoque unidimensional y métodos serolégicos y la organizacién y polimorfismo
a nivel genético mediante secuenciaciéon de ADN y RFLP.

La falta de reconocimiento de un péptido de VFA por células T de bovinos se atribuy6 a
restricciones impuestas por el CMH de los bovinos (Glass y col., 1992). Los fragmentos
de VFA obtenidos luego de un tratamiento suave con catepsina D (proteasa involucrada
en el procesamiento de antigenos) fueron capaces de inducir una respuesta proliferativa
en células T provenientes de bovinos de 8 haplotipos de CMH clase [l diferentes. El
analisis de la capacidad de los fragmentos individuales de estimular una respuesta T
reveld que 5 de estos fragmentos incluian sitios de reconocimiento de células T. Sin
embargo, ningun fragmento aislado fue capaz de estimular los linfocitos de los 8 animales
experimentales, lo cual indica que las diferencias en el perfil de reconocimiento entre los
animales podria ser consecuencia del haplotipo de CMH expresado (Van Lierop y col.,
1994). Por estudios desarrolados en bovinos con 6 haplotipos diferentes del CMH clase ||
se evidencid una clara correlacion entre los haplotipos del CMH clase |l y la capacidad de
inducir una respuesta proliferativa frente a diferentes péptidos sintéticos del VFA (Van
Lierop y col., 1995). Sin embargo, la influencia del polimorfismo del CMH parece ser

menos importante en la respuesta contra la particula viral entera.

6. La vacunacion contra el VFA

La prevencién de enfermedades implica el establecimiento de los mecanismos de defensa
del organismo y su activacioén previamente a la interaccién con el patégeno especifico, de
manera que el hospedador inicie una rapida respuesta a la infeccién. En mamiferos, la
vacunacion es el método mas econémico y efectivo para tal fin.

El concepto basico para el disefio de una vacuna es simular en el hospedador la infeccion
con el patégeno o, al menos, aquellos aspectos de la infeccion natural importantes para
montar los mecanismos destinados a su eliminacién y a la activacion de memoria
inmunolégica.

No existe una Unica clase de vacunas aplicable a los diferentes tipos de patégenos
animales y es de vital importancia conocer los mecanismos precisos de interaccion, asi
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como los aspectos relevantes de la respuesta inmune involucrados en la eliminacién de la
infeccion.

El control de la fiebre aftosa se efectia mediante la utilizacién de vacunas a virus
inactivado por agentes quimicos (Barteling y Vreeswijk, 1991). Este método de control

permitié la erradicacion de la enfermedad en numerosos paises.

6.1 Vacunas inactivadas contra el VFA

La primera fuente de antigeno viral utilizada como vacuna fue el epitelio lingual de bovinos
infectados. El virus se adsorbia a un gel de hidréxido de aluminio y luego se inactivaba
con formaldehido.

A principios de la década del '50, Frenkel (1951) desarrollé un sistema de produccion in
vitro de VFA a gran escala utilizando cultivos primarios de epitelio lingual bovino crecidos
en suspension. Este método permitié la implementacién de programas de vacunacion. Las
particulas virales luego de ser cosechadas, clarificadas vy filtradas, se adsorbian a un gel
de hidréxido de aluminio y se inactivaban con formaldehido. El sistema presentaba
ventajas importantes como la simpleza de su ejecucion, los altos y constantes niveles de
produccion viral y no requerian de adaptacién del virus a cultivo de células. Las vacunas
elaboradas por este método fueron aplicadas con éxito en diferentes paises.

En la década del '60 se desarrollaron métodos de producciéon de virus en cultivo de
células. Inicialmente, se utilizaron cultivos primarios de riidn bovino que mas tarde se
reemplazaron por cultivos de células BHK-21 (Mowat y Chapman, 1962), siendo éstos los
mas utilizados en la actualidad. No obstante, el método Frenkel sigue siendo utilizado en
algunos paises. En la actualidad, los antigenos de VFA utilizados en las vacunas se
producen a escala industrial en células BHK-21 crecidas en suspensién (Radlett y col.,
1985) en tanques fermentadores de hasta 5.000 litros.

Tradicionalmente, la inactivacion del VFA se llevé a cabo con formaldehido, que actua
principalmente sobre la superficie del virion. Sin embargo, la inactivacién con formol
presentaba el riesgo de permanencia de infeccion residual y de pérdida de potencialidad
inmunizante de la preparacion por lo que fue reemplazado por las aziridinas. Inicialmente,
se utilizé la acetietilenimina que luego fue reemplazada por la etilenimina (El) y la
etilenimina binaria (BEI), que son los inactivantes utilizados en la actualidad (Bahnemann,
1975).

Dado que el virus inactivado presenta baja inmunogenicidad, es necesario el agregado de

sustancias adyuvantes que actian como vehiculos y como inmunoestimulantes.
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Comercialmente, sélo se utilizan 3 adyuvantes en la elaboracion de vacunas anti-aftosa:
hidroxido de aluminio, saponina y emulsiéon oleosa. Las primeras vacunas que se
desarrollaron fueron las acuosas que utilizaban hidréxido de aluminio o saponina como
adyuvantes. Los animales vacunados con las vacunas acuosas se protegen por un
periodo de 4 meses.

La introduccion de adyuvantes oleosos, como el adyuvante de Freund incompleto (Freund
y Thompson, 1945), significé un gran avance en el logro de estados de protecciéon mas
duraderos. La formulacién de vacunas oleosas fue perfeccionada en nuestro pais con
nuevas mezclas de aceites minerales (Rivenson y col.,, 1982). Estas formulaciones
confirieron una inmunidad mas efectiva y de mayor duracién en bovinos y porcinos.

Las vacunas contra el VFA son productos muy crudos y contienen altas concentraciones
de proteinas celulares en relacion con la cantidad de proteinas estructurales y no
estructurales de VFA. Las proteinas estructurales incluyen las particulas virales enteras
(146S), capsides vacias naturales (75S) y pentameros de VP1, VP2 y VP3 (12S). La
inmunogenicidad de las particulas 146S es mucho mayor que las de las particulas 75S y
12S (Doel y Chong, 1982), por lo que la integridad de las particulas 146S es crucial para
la eficacia de las vacunas y la inestabilidad térmica de las vacunas puede ser responsable
de la poca eficacia de algunas vacunas contra el VFA.

El nivel y duraciéon de la inmunidad depende de la calidad de la vacuna, del nimero de
vacunaciones recibidas y de la edad y patrimonio genético de los animales.

Las vacunas contra el VFA son sometidas a pruebas de segundad y de potencia. Las
pruebas de seguridad estan dirigidas a constatar que las preparaciones vacunales estén
libres de virus infeccioso. Esta prueba se lleva a cabo in vitro o in vivo y aquellas vacunas
en las que se detecta replicacion viral 0 que causan reacciones locales o de toxicidad no
pasan esta prueba.

Las pruebas de potencia se llevan a cabo in vivo, aunque los ensayos in vitro estan
cobrando cada vez mas aceptacién. En América del Sur, la prueba de potencia se lleva a
cabo mediante la inoculacion de 16 bovinos con la dosis de vacuna sugerida y por la via
adecuada. Tres semanas después, los animales son desafiados con 10.000 dosis
infectivas 50% intradermolingualmente y son observados durante 7 dias. Los animales
que presentan lesiones fuera del sitio de inoculaciéon se consideran no protegidos. Las
vacunas deben proteger al 75% de los animales para pasar la prueba. En la Argentina se

requiere un 81% de eficiencia de la vacuna para pasar la prueba de potencia.
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Dado que no existe inmunidad cruzada entre virus de distintos serotipos, la vacuna debe
poseer una cepa representativa de cada serotipo actuante en una regiéon. Si la cepa
representativa de un serotipo no es suficiente para proteger contra todas las cepas de ese
serotipo, deben incluirse mas de una cepa de ese serotipo en la vacuna. La ultima vacuna
utilizada en la Argentina, por ejemplo, era tetravalente, a pesar de que sélo circulaban tres
serotipos. Esta vacuna incluia 2 cepas de serotipo A (A Argentina/79 y A Argentina/87),
una cepa de serotipo C (C3 Argentina/85) y una cepa de serotipo O (O1 Caseros Ar/67).

6.2 Vacunas experimentales contra el VFA

A pesar de que las vacunas convencionales contra el VFA basadas en virus inactivado
permitieron la erradicacién de la fiebre aftosa en muchas regiones del mundo, el uso de
dichas vacunas presenta desventajas tales como: 1) la necesidad de mantener una
cadena de frio para preservar la estabilidad de la vacuna; 2) el riesgo de reintroduccion de
la enfermedad por inactivaciéon incompleta del antigeno o por manipulaciéon de virus
infeccioso en las plantas productoras de vacunas, problemas que se relacionaron con el
origen de brotes en Europa durante la ultima década (Beck y Strohmaier, 1987), 3) una
composiciéon quimica indefinida en cuanto al contenido de antigeno viral y a la presencia
de contaminantes celulares, hecho que se relacioné con la generacidon de shocks
anafilacticos en animales vacunados (Barteling y Vreeswijk, 1991); 4) la dificultad en la
diferenciaciéon de animales infectados de vacunados debido a la presencia de proteinas
no estructurales en las preparaciones vacunales (Pinto y Garland, A. J. M., 1979).

Debido a las desventajas de las vacunas convencionales antes mencionadas y en vistas
de que la enfermedad ha sido erradicada de numerosas zonas del mundo, se ha dirigido
un esfuerzo considerable al desarrollo de vacunas alternativas contra el VFA.

Con el advenimiento de la tecnologia de ADN recombinante, la secuenciacién de acidos
nucléicos, la produccién de anticuerpos monoclonales y la resolucion de la estructura
cristalografica del VFA (Acharya y col., 1989, Fox y col., 1987, Lea y col., 1994) fue
posible identificar las regiones de la particula viral involucradas en la respuesta inmune. El
clonado y expresion de genes, junto con la caracterizacion estructural de patégenos y la
identificacion de los epitopes inmunodominantes en la respuesta inmune humoral y celular
permitieron la transferencia de informacion genética de un organismo a otro no
relacionado y el disefio de nuevas estrategias de vacunacion con vistas a salvar algunas

de las dificultades relacionadas con las vacunas clasicas.
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6.2.1 Vacunas a virus vivo modificado

El éxito de Sabin con la vacuna contra la poliomielitis a virus vivo modificado inspir6 a
otros investigadores a trabajar en la busqueda de un VFA modificado e inocuo, que
mantuviera su inmunogenicidad. Se obtuvieron cepas de VFA adaptadas a ratén y a otros
modelos animales que parecian promisorias en el laboratorio (Mowar, 1961, 1964). Sin
embargo, estos virus revertian a virulentos en experimentos a campo. La decision de los
paises europeos de restringir la importacién de carnes de los paises donde se utilizaran
tales vacunas llevé a la pérdida de interés por las mismas.

Otra estrategia utilizada fue la expresion de antigenos del VFA en vectores vivos como el
virus de la rinotraequeitis infecciosa bovina (IBR), con el objetivo de establecer inmunidad
en el tracto respiratorio superior. Este virus quimérico se construyé insertando secuencias
de la hormona de crecimiento de bovinos rio arriba de las secuencias inmunodominantes
de la proteina VP1 del VFA O1 Kaufbeuren en la secuencia codificante para la
glicoproteina Il del virus IBR (Kit y col., 1991). La inoculacién de este virus modificado en
bovinos fue capaz de conferir proteccion frente al desafio con virus IBR e indujo una
respuesta humoral contra los epitopes del VFA.

También se han construido virus vaccinia recombinantes que expresan la poliproteina P1
o la proteina VP1 del VFA serotipo C, que fueron capaces de inducir una respuesta
humoral y celular especifica contra el VFA (Sanz-Parra y col., 1998).

Posteriormente, |a obtencién de la copia completa del genoma de VFA (Zibert y col., 1990,
Rieder y col., 1993) permitié la construcciéon de VFA de serotipo A12 atenuados por
ingenieria genética. Una estrategia consistié en la construcciéon de un VFA en el cual los
residuos RGD de la proteina VP1, involucrados en la entrada del virus a las células
blanco, habian sido delecionados. Bovinos vacunados con este VFA modificado
resultaron protegidos frente al desafio con una cepa virulenta (Mc Kenna y col., 1995).
También se construyé un VFA modificado genéticamente por deleciéon de la secuencia
codificante para la proteasa lider (L) (Piccone y col., 1995), que mostré ser atenuado en
bovinos y porcinos y desperté una respuesta inmune parcialmente protectiva en estos
animales (Mason y col., 1997, Chinsangaram y col., 1998).

Estos experimentos demostraron el potencial del disefio racional de vacunas atenuadas
contra el VFA .
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6.2.2 Vacunas a subunidades

Debido a que la actividad inmunogénica del VFA se ve muy reducida después del
tratamiento del virus con tripsina (Wild y col., 1967) y teniendo en cuenta que la proteina
VP1 es la Unica afectada por éste tratamiento, se asumié que los sitios inmunodominantes
del VFA se encontraban en esta proteina. Por esta razén, se traté de desarrollar una
vacuna recombinante basada en la proteina VP1. La proteina VP1 del serotipo A fue
expresada en Escherichia coli (Kipper y col., 1981, Kleid y col., 1981) y al ser inoculada
en cerdos y bovinos indujo altos niveles de anticuerpos neutralizantes y proteccion frente
al desafio (Kleid y col., 1981). Sin embargo, VP1 resultd ser varios 6rdenes de magnitud
menos inmunogénica que cantidades equivalentes de la proteina inoculada en forma de
virus entero.

Otra estrategia evaluada fue la expresién de los sitios antigénicos de la proteina VP1 del
serotipo O (aminoacidos 137-152 y 199-213) fusionados al extremo amino terminal de la
proteina B galactosidasa de Escherichia coli (Broekhuijsen y col., 1986, Winther y col.,
1986). Los experimentos preliminares indicaron que la proteina de fusiéon que llevaba una
unica copia de los aminoacidos 137-152 no era capaz de despertar una respuesta
protectiva en cobayos. Sin embargo, fue posible inducir una respuesta inmune protectiva
en cobayos y cerdos vacunando con proteinas de fusion que contenian 2 6 4 copias en
tandem de los aminoacidos virales (Broekhuijsen y col., 1987). También se obtuvieron
buenos niveles de proteccién en cobayos mediante la inoculacion de una proteina de
fusion entre dos sitios antigénicos del VFA del serotipo O (141-158 y 200-213) y la
proteina TrpE de Escherichia coli (Giavedoni y col., 1991). Morgan y Moore (1990)
lograron proteger cobayos, bovinos y cerdos inoculando los aminoacidos 137-168 de VP1
de serotipo A fusionado a la proteina TrpE de Escherichia coli.

Los fragmentos inmunogénicos del VFA se expresaron en forma de proteinas de fusion
particuladas. El sitio inmunodominante del VFA se fusion6 al extremo amino terminal de la
proteina core y se expres6 en células de mamiferos utilizando el virus vaccinia. La
proteina core del virus de la hepatitis B al ser sobreexpresada se ensambla
espontaneamente en particulas de 27 nm altamente inmunogénicas. Las particulas
semejantes a virus obtenidas presentaron una inmunogenicidad comparable a la de la
particula viral y protegieron cobayos frente al desafio (Clarke y col., 1987). La expresion
de esta proteina de fusion en el sistema vaccinia tuvo un rendimiento muy bajo por lo que
la misma proteina de fusion se expres6 en en bacterias (Francis y Clarke, 1989) y

levaduras (Beasley y col., 1990).
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El sistema de expresion baculovirus-células de insecto se utilizd para expresar el
precursor P1-2A como una proteina soluble no procesada que al ser inoculada en cerdos
produjo una respuesta de anticuerpos baja pero dio una proteccion del 50% (Grubman y
col., 1993). En este mismo sistema se expresé un dimero del sitio antigénico A del VFA
de serotipo C3 como una proteina quimérica con la glicoproteina G del virus de la
estomatitis vesicular. Esta construccién mostré ser altamente inmunogénica en ratones
(Grigera y col., 1996).

6.2.3 Particulas vacias

A partir de células infectadas con VFA es posible aislar progenie viral y varios
intermediarios de replicaciéon. Estos son los protomeros 5S, que incluyen una copia de
cada una de las 4 proteinas estructurales, los pentameros 12S que consisten de 5 copias
de los protébmeros 5S y las capsides vacias 70S, que contienen 12 copias de los
pentameros 12S. Estas ultimas son particulas no infecciosas que carecen del ARN viral
pero que contienen la misma forma y tamafo que el virus vivo (Ruecker, 1985). Las
capsides vacias naturales son capaces de unirse a células suceptibles (Rowlands y col.,
1975) y son indistinguibles de la particula viral entera cuando se las enfrenta a un panel
de AcM (Grubman y col., 1985). Se ha demostrado que las particulas vacias son capaces
de inducir niveles de anticuerpos neutralizantes similares a los de las particulas enteras
estabilizandolas con formaldehido o sin tratar (Rowlands y col., 1975, Rweyemamu y col.,
1979). La proporcién de particulas vacias a enteras varia en las diferentes cepas virales
(Rweyemamu y col., 1979).

Se ha utilizado el sistema baculovirus-células de insecto para producir particulas vacias
mediante la expresién de un ADN copia (ADNc) que contiene las secuencias
correspondientes al precursor P1-2A y las secuencias codificantes para las proteasas L y
3C (Roosien y col., 1990) pero la eficiencia de ensamblaje fue muy baja. La expresion del
precursor de las proteinas estructurales del VFA (P1) y la proteasa 3C en Escherichia coli
resulto en la sintesis y procesamiento del precursor P1 y el ensamblaje en particulas 70S.
Estas particulas vacias reaccionaron con AcM neutralizantes que reconocen epitopes
conformacionales y despertaron una respuesta de anticuerpos neutralizantes en cobayos
(Lewis y col., 1991). También fue posible proteger cerdos frente al desafio viral utilizando
extractos de Escherichia coli que expresan las particulas vacias (Grubman y col., 1993).
La expresiéon de las secuencias codificantes para el precursor P1-2A y la proteasa 3C de
3 cepas distintas de VFA (O1K, A10 y A24 Cruzeiro) en el sistema de expresion del virus
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vaccinia resulté en el auto ensamblaje del precursor P1 para formar capsides vacias.
Estas particulas mostraron una estructura antigénica similar a la de la particula entera
(Abrams y col., 1995).

6.2.4 Vacunas a péptidos sintéticos

Anderer y Schlumberger (1965) mostraron hace mas de 30 afnos que la inoculacién de
fragmentos de la proteina de céapside del virus del mosaico del tabaco inducia la
produccion de anticuerpos capaces de reconocer la particula viral entera. Otros estudios
confirmaron ampliamente que inoculando péptidos sintéticos se inducian anticuerpos
capaces de interactuar con la proteina nativa o la particula viral entera (Arnon y col., 1971,
Lerner y col., 1981, Mdller y col., 1982).

La utilizacion de péptidos sintéticos como vacunas requiere la identificacién de las
secuencias aminoacidicas de la particula viral que son capaces de evocar una respuesta
inmune protectiva. La identificacién de la posibles secuencias inmunogénicas del VFA se
llevd a cabo mediante distintas metodologias. Strohmaier y colaboradores (1982),
utilizaron el método clasico de hidrélisis de la proteina VP1 con bromuro de cianégeno o
enzimas proteoliticas y evaluaron la capacidad de los fragmentos obtenidos de despertar
una respuesta de anticuerpos neutralizantes. De esta forma identificaron las regiones 146-
164 y 200-213 de la proteina VP1 del VFA de serotipo O como posibles inductoras de
anticuerpos neutralizantes. Otro enfoque para identificar regiones del VFA a ser utilizadas
como vacunas a péptidos sintéticos fue el desarrollado por Bittle y colaboradores (1982).
Estos autores compararon la secuencia aminoacidica de la proteina VP1 de VFA
pertenecientes a los serotipos A, O y C y encontraron alta variabilidad en las regiones
correspondientes a los aminoacidos 130-160 y 190-213 y atribuyeron esta variabilidad a la
accesibilidad de estas regiones para la interaccion con anticuerpos neutralizantes.
Posteriormente, estudios de cristalografia de rayos X demostraron que estas regiones
estaban expuestas en la superficie del viribn (Acharya y col., 1989). También se
identificaron secuencias candidatas a ser utilizadas en vacunas peptidicas mediante la
utilizacién de algoritmos que predicen la estructura secundaria de proteinas basandose en
las propiedades fisicas de los aminoacidos de su secuencia primaria (Pfaff y col., 1982).
De esta forma se identifico la secuencia 144- 159 de la proteina VP1.

El hecho de que todos los enfoques para identificar zonas inmunogénicas en el VFA
mostraron la importancia de la regiéon 140-160 de VP1 determiné que los esfuerzos en el
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disefio y evaluacion de vacunas peptidicas contra el VFA se concentraran en estas
secuencias.

La inoculacion de péptidos sintetizados quimicamente correspondientes a las secuencias
141-160 y 200- 213 de la proteina VP1 del serotipo O acoplados a la proteina carrier KLH
despertaron una respuesta de anticuerpos neutralizantes y protegieron animales de
experimentacion (Bittle y col., 1982). Estos estudios de inmunizacién con péptidos
sintéticos demostraron que los mismos son capaces de despertar una respuesta de
anticuerpos neutralizantes en animales de experimentacién (cobayos y conejos) y bovinos
pero no de generar una respuesta inmune protectora en bovinos. Por esta razén, los
esfuerzos se concentraron en modificar los péptidos sintéticos para despertar una
respuesta inmune protectiva sin utilizar proteinas carrier.

Francis y colaboradores (1987) mostraron que la inoculacion de un péptido sintético libre
correspondiente a la region 141-160 de la proteina VP1 del serotipo O era capaz de
inducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes en cobayos y proliferacién in vitro de
celulas T colaboradoras cuando se acoplaba al péptido un residuo de cisteina con un
grupo sulfidrilo sin bloquear en la regién carboxilo terminal. También se demostré que era
posible inducir una respuesta protectora en cobayos inoculando péptidos sintéticos libres
(Volpina y col., 1990).

El primer ejemplo de proteccion de bovinos contra el VFA mediante la inoculacion de
péptidos sintéticos fue el reportado por Dimarchi y colaboradores (1986). En ese trabajo,
la inoculacion de un péptido que incluia las secuencias 200-213 y 141-158 de la proteina
VP1 del VFA de serotipo O, unidas entre si por un puente de prolina-prolina-serina y con
la adicién de dos cisteinas en el extremo amino terminal y la secuencia prolina-cisteina-
glicina en el extremo carboxilo terminal confirié proteccién frente al desafio por inyeccion
de virus infeccioso en el epitelio lingual.

Mediante experimentos de inmunizacién y proteccion en cobayos se demostré que el
péptido sintético utilizado por Dimarchi fue el mas eficiente entre otras construcciones
evaluadas en despertar una respuesta inmune protectiva (Doel y col., 1988). La
vacunacion con péptidos de éstas caracteristicas representando las secuencias
correspondientes al serotipo A, O y C confirieron proteccién total frente al desafio con
virus homélogo en cobayos. Ademas, se obtuvo proteccién homotipica y heterotipica en
bovinos con los péptidos de los serotipos A y O. El péptido del serotipo C fue menos

eficiente en conferir proteccion heterotipica (Doel y col., 1990).
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La respuesta inmune conferida por péptidos sintéticos en los hospedadores naturales
mostré ser mas pobre que la inducida en animales de experimentacion. Esto se atribuyé a
las restricciones impuestas por el CMH. Por esta razén, se adicionaron epitopes para
células T a los péptidos sintéticos libres. Se describié que la adicién de secuencias de la
ovoalbumina y la mioglobina de esperma de ballena, sintetizadas como péptidos hibridos
en el extremo carboxilo terminal de péptidos representando secuencias del VFA, permitia
superar las restricciones genéticas en ratones no respondedores (Francis y col., 1987,
1988). También se construyeron péptidos sintéticos hibridos llevando la secuencia 141-
160 de la proteina VP1 y epitopes para células T derivados de M. Tuberculosis. En estos
ensayos se demostrd que la posicién del epitope para células T en relacion al epitope
para células B podia ser critica (Cox y col., 1988).

Recientemente, se han identificado distintos epitopes para células T en el VFA que
estimulan la proliferacion de linfocitos de sangre periférica en bovinos y porcinos y que
son candidatos potenciales a ser incorporados en vacunas peptidicas contra el VFA
(Collen y col., 1991, Rodriguez y col., 1994, Van Lierop y col., 1995).

A pesar de que la utilizacion de péptido sintéticos como vacunas potenciales contra el
VFA di6 resultados alentadores en animales de experimentacion, los resultados obtenidos
en hospedadores naturales (bovinos y porcinos) fueron menos prometedores. Los niveles
de proteccién en bovinos mostraron ser pobres y muy variables. Sin embargo, el nimero
de animales utilizados en los ensayos fue muy limitado y, en general, los péptidos
inoculados carecian de epitopes fuertes para células T. En este trabajo, se llevé a cabo
una evaluacién del potencial de péptidos sintéticos como vacunas contra el virus de la

fiebre aftosa en un numero muy grande de bovinos.
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I1. Objetivos

Objetivos generales

Evaluar la posibilidad de utilizar vacunas basadas en péptidos sintéticos como

herramienta en la lucha contra la fiebre aftosa (FA).

Evaluar y caracterizar la respuesta inmune y proteccion en bovinos conferida por péptidos

sintéticos que representan epitopes del virus de la fiebre aftosa (VFA).

Identificar y caracterizar poblaciones de VFA variantes que escapan a la proteccion en

bovinos vacunados con péptidos sintéticos derivados del VFA.

Objetivos particulares

Analizar las diferencias de la respuesta inmune inducida en bovinos por péptidos

sintéticos simples y mas complejos.
Analizar la importancia de las revacunaciones (boosters), dosis y esquemas de
vacunacion en la respuesta inmune contra el VFA, inducida en bovinos por péptidos

sintéticos.

Evaluar la correlacion entre la proteccion y diferentes parametros inmunolégicos al

vacunar bovinos con péptidos sintéticos.

Analizar la importancia de la composicion de genes del complejo mayor de
histocompatibilidad bovino en la respuesta individual inducida por los péptidos sintéticos.

Analizar la importancia de la inclusién de epitopes T en el disefio de péptidos sintéticos.

Evaluar las implicancias de utilizar un repertorio limitado de epitopes en la vacunacion

contra virus a ARN, en cuanto a la aparicién de variantes virales.

Caracterizar los virus rescatados de las lesiones de bovinos ro protegidos frente al

desafio viral desde el punto de vista genético, fenotipico y antigénico.
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II1. Materiales y Métodos

1. Virus

Para este trabajo se utilizd el virus C3 Argentina/85 (Piccone y col., 1988) provisto por
GELAB/SENASA, obtenido de epitelio lingual bovino y clonado en placa en células BHK-
21 (Feigelstock, 1995). Este virus fue aislado en Marcos Juarez, Cordoba, en diciembre
de 1984 y formé parte de la vacuna antiaftosa desde 1985 hasta la fecha. Se amplifico

mediante no mas de tres pasajes en células de la linea BHK-21 clon 13 o bien en cultivos

primarios de rifidn fetal bovino (RFB).

2. Células

Se utilizé la linea BHK-21 clon 13 (Stoker y Mc Pherson, 1964) obtenidas de ATCC
(American Type Culture Collection). Las células se propagaron en monocapas (Mowat y
Chapman, 1962) crecidas en placas de 60 y 100 mm de diametro (Falcon) o botellas
rotatorias de 2 litros en medio de cultivo MEM-D o MEM-E respectivamente (Eagle, 1959
y Dulbecco y Freeman, 1959), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco-BRL)
y 50 ug/ml de Gentamicina (Gibco-BRL) como agente antibiético. Cuando las células se
crecieron en placas, se incubaron a 37°C bajo atmoésfera de 5% CO,, y cuando se
crecieron en botellas rotatorias, se incubaron en una camara de 37°C, agregando al
medio de cultivo Hepes 25 mM pH 7,4 como soluciér buffer.

También se utilizaron cultivos primarios de células de rifién fetal bovino (RFB). Estas
células se crecieron en monocapas en las mismas condiciones que las BHK-21 y con el
agregado del doble de antibidtico (100 pg/ml). Se utilizaron células de no mas de un

pasaje en cultivo (cultivo secundario),(Rodriguez y Estrade, 1966).

3. Péptidos sintéticos

Los péptidos sintéticos utilizados en este trabajo se sintetizaron en el laboratorio de
Quimica Organica de la Universidad de Barcelona por el grupo que dirige el Dr. David
Andreu, utilizando una modificacién del método de sintesis en fase sélida (Merrifield,
1963; Carrefio y col., 1992). Las preparaciones peptidicas crudas se purificaron por
filtracion en gel (Sephadex G-10) seguida de cromatografia liquida en fase reversa. La
pureza de los péptidos utilizados fue superior al 95%. Se evalu6 la identidad de los

mismos por analisis de aminoacidos y espectroscopia de masas. Los péptidos utilizados
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poseen un residuo cisteina adicional en el extremo carboxilo que permite el acoplamiento
de los mismos a proteinas soporte.

Los péptidos se disefiaron de acuerdo a la secuencia aminoacidica reportada para el VFA
C3 Argentina 85 (Martinez y col., 1991) y contienen los dos sitios antigénicos coritinuos
de la proteina VP1 (sitio A y sitio C) que incluyen epitopes recoriocidos por células B
(Mateu y col.,, 1990 y Mateu, 1995) o un epitope para células T que se describié
inicialmente en VFA del serotipo O (Collen y col, 1991) pero cuya secuencia
aminoacidica esta altamente conservada en todos los virus del serotipo C que se han
secuericiado hasta el momento (Mateu y col., 1994 y Feigelstock y col., 1996). Existen
datos que sugieren que el mismo induce una respuesta proliferativa en linfocitos de
animales vacurniados con VFA de serotipo C. En el momento en que se desarrollaron
estos experimentos, éte era el unico epitope para células T descripto en el VFA.

En la Tabla 1 se detallan los péptido sintéticos utilizados en los experimentos de
inmunizacién de bovinos. El péptido A incluye los aminoacidos 138 a 156 de la proteina
VP1 (la primera arginina corresponde a la posicion 140a, Martinez y col.,, 1991) y
representa el sitio antigénico inmunodominante (sitio A) localizado en el /oop G-H de la
proteina VP1, expuesto en la superficie del virion. El péptido AT incluye el sitio A y el
epitope para células T correspondiente a los aminoacidos 21 a 40 de la proteina VP1. El
péptido AC es el equivalente en VFA de serotipo C de la construccion utilizada por
Dimarchi para el serotipo O (Dimarchi y col., 1986) e incluye los sitios antigénicos C y A
unidos por un puerite de dos prolinas y una serina (PPS). El sitio C se encuentra en el
extremo carboxilo terminal de la proteina VP1 (aminoacidos 196 a 209 de la proteina
VP1) y al igual que el sitio A, contiene epitopes para células B. El péptido ACT incluye los
dos epitopes continuos A y C unidos por el puente PPS y unidos al epitope T.

También se sintetizaron los péptidos A*, AT*, AC* y ACT* que se utilizaron en algunos
experimentos de vacunacion. Estos péptidos presentan sustituciones aminoacidicas en
las posiciones 24, 140 y 197 de la proteina VP1 que se encontraron en las preparaciones
del virus C3 Argentina 85 utilizado para preparar las vacunas de virus inactivado y para el

desafio viral.
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Tabla 1 : Péptidos sintéticos utilizados para la inmunizacién de bovinos.

Péptido Tamano Secuencia aminoacidica
1?3 14|o 174 117 15|6
A 21 AGARRGDLAHLAAAHARHLPC
A* 21 V (140)
2|1 4c|) ?38 1?0 14I,4 1z|t7 1?6
AT 41 ETQTQRRHHTDVAFVLDRFVAGARRGDLAHLAAAHARHLPC
AT* 41 I (24) V (140)
1?6 2c|)9 13|a 14|o 114 14|7 1|56
AC 38 RHKQPLLAPAKQLLPPSAGARRGDLAHLAAAHARHLPC
AC* 38 Y (197) V (140)
2|1 4? I196 2?9 1:|se 110 114 117 1?6
ACT 58 ETQTQRRHHTDVAFVLDRFVRHKQPLLAPAKQLLPPSAGARRGDLAHLAAAHARHLPC
ACT* 58 1 (24) Y (197) V (140)

Los péptidos utilizados en los expernmentos de inmunizacion contienen las secuencias
correspondientes a los sitios antigénico A (en letras rojas, aminoacidos 138 a 156 de la proteina
VP1) y C (en letras verdes, aminoacidos 196 a 209 de la proteina VP1) del VFA de serotipo C3 y
las de un epitope para células T (en letras azules, aminoacidos 21 a 40 de la proteina VP1 del
VFA de serotipo O). Las letras con doble subrayado representan aminoacidos no virales incluidos
en los péptidos: cisteina terminal (C) y un puente de prolina-prolina-serina (PPS). Los péptido A,
AT*, AC* y ACT* presentan las sustituciones aminoacidicas indicadas respecto de la secuencia
del VFA C3 Argentina 85 publicada (Martinez y col., 1991).

4. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos se sintetizaron utilizando el método de las fosforamiditas (Caruthers,
1982). En la Tabla 2 se resumen las principales caracteristicas de los oligonucleoétidos
utilizados. Los oligonucleétidos de polaridad positiva son aquellos que tienen igual
secuencia que el genoma del VFA y los de polaridad negativa son aquellos cuya

secuericia es complementaria a la del genoma del VFA.
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Tabla 2: Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados.

Nombre Secuencia (5’- 3’) Polaridad| Posicion *
2+Fin GCCAACATAGCCCCGACCAACG + VP2, nt. 600
pR5 GGAGGGCCCAGGGTTGGACTC - 2B,nt. 6
E7 GGGGCGCCGTTGGGCACC - VP1, nt.281
P1Low aattggatccttaCAGCAGTTGTTTCGCCGGTGCGA - VP1, nt. 630
P1Up tcaggatccaatatgGGAGCCGGGCAATCCAGCCCGCG + VP4, nt. 1
SacUp ACCGCGTCCAGTGAGGCTGA + VP3, nt. 501
SacLow AGTTTGTGTTTCTCCTCCGT - VP1, nt. 72
C3VP1C GCTGAACTCTACTGCCCCAG + VP1, nt. 637
pR6 GGCCCGTTTCATGCGCAC - VP1, nt.540
4R1 CACTGGCAGCATAATTAAC + VP4, nt. 52
EDVP3 CAGTTGTCACCATGTTGCC - VP3, nt. 52
4+Fin CAGCGGTCTTTTCGGTGCTC + VP4, nt. 228
2+up CGGGTACGCAACAGTTGAGG + VP2, nt. 102
2HalfUp CCCCCACCAATTCATCAACC + VP2, nt. 429
VP4Low CCGCTGAAGGCAGAGCTGGC - VP4, nt. 233
VP2Low ATGACGACAAGCGTCCAGGG - VP2, nt. 545

Las letras mayusculas indican las secuencias que hibridizan con el genoma viral y las letras
minusculas representan las secuencias ausentes en el genoma viral.

* La posicion del oligonucleétido se indica con el nucleétido (nt) de la proteina viral que coincide
con su extremo 5'.

5. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron cedidos por el Centro de Biologia
Molecular, Universidad Auténoma de Madrid, Esparia, por el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa, Brasil y por el Instituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e delle
Emilia, Brescia, Italia.

Se utilizé un panel de 23 anticuerpos monoclonales, de los cuales 9 estan dirigidos contra
el sitio A, 9 estan dirigidos contra el sitio D, 1 esta dirigido contra el sitio C (7JA1) y 4 no

estan mapeados. Excepto 7DF10 y 7BH11, los demas anticuerpos monoclonales
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utilizados son neutralizantes. El anticuerpo 7BH11 reconoce un epitope discontinuo no
mapeado pero conservado en todas las cepas de VFA de serotipos A, O y C evaluadas
hasta el momernto y que se utiliz6 como control de integridad viral. Todos los anticuerpos
monoclonales utilizados fueron inducidos por virus de serotipo C (Mateu y col. 1990 y Lea
y col. 1994).

En la Tabla 3 se resumen las principales caracteristicas de los anticuerpos monoclonales

utilizados.

6. Animales de experimentacion

Para los experimentos de vacunacién, se utilizaron bovinos de la raza Hereford de
aproximadamente 12 meses de edad (250 a 280 Kg cada urio) provenientes de la
Patagonia argentina, zona libre de fiebre aftosa en el momento en que se desarrollaron
estos experimentos. Se confirmé la ausencia de anticuerpos especificos contra VFA por
ensayos de seroneutralizacibn con el virus C3 Argentina 85. Todos los animales
presentaron un estado sanitario muy bueno previo al comiernizo de los experimentos de
vacunacion.

Para los experimentos de seroproteccion en raton lactante y para la determinacion de la
dosis letal 50% ratén lactante se utilizaron ratones lactantes de la linea Balb/C de 5,6 0 7
dias de edad (Skinner y col., 1953).
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Tabla 3: Caracteristicas de los Anticuerpos monoclonales utilizados

. 5;:‘:::'::2':02 Neutralizacién
agzggfgﬁgn Virus inductor |Isotipo ELISA g de v’irus Sitio
EITB homdélogo
SD6 CS8 clén IgG1 | + VP1 + A
7JD1 C3 Indaial Br/71 | 1gG1 | + VP1 + A
7FC12 C3 Indaial Br/71 | IgG1 | + VP1 + A
7TAH1 C3Indaial Br/71 | N.D. | + VP1 + A
7EE6 C3 Indaial Br/71 | 1gG3 | + VP1 + A
7ABS C3Indaial Br/71 | 1gG3 | + VP1 + A
7CA8 C3 Indaial Br/71 | 1gG3 [ + VP1 + A
7CH1 C3Indaial Br/71 | I1gG1 | + VP1 + A
7CA11 C3Indaial Br/71 | 1gG1 | + VP1 + A
7JA1 C3 Indaial Br/71 | 1IgG2b | + VP1 + C
1G5 C1 Brescia It/64 | 1gG2b | + - + D
3G11 C1 Brescia It/64 | 1gG1 | + - + D
2A12 C1Brescia It/64 | 1gG3 | + - + D
2E5 C1Brescia lt/64 | 1gG1 | + - + D
4D7 C1 Brescia I1t/64 | 1gG1 + - + D
4F4 C1 Brescia I1t/64 | 1gG1 + - + D
5H10 C1Brescialt/64 | N.D. | + - + D
5C4 C1 Brescia It/64 | 1IgG2b | + - + D
3E9 C1 Brescia It/64 | 1gG2b | + - + D
8E8 C1Vosges Fr/60| N.D. | + - + N. D.
7DF10 C3Indaial Br/71 | 1gG1 | + - - N.D.
1BH8 C3IndaialBr/71 | N.D. | + - + N.D.
7BH11 C3 Indaial Br/71 | IgG2b | + - - N. D.

Todos los anticuerpos monoclonales utilizados se obtuvieron con virus de la fiebre aftosa serotipo
C. En la tabla se muestra la reactividad de los anticuerpos monoclonales en ensayos de ELISA,
Western blot (EITB) y neutralizacién de la infectividad viral. También se indica el sitio antigénico
que reconocen. N.D.: no determinado.
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7. Vacunacion de bovinos con péptidos sintéticos

7.1 Inactivacion del virus infectivo

El VFA infectivo se inactivé quimicamente con etileniminas (Bahneman y col., 1974). Para
ello, se preparé una soluciéon de bromoetilamina 0,1M en NaOH 0,2M que se incubé
durante 1 hora en agitacion a 37°C. Al VFA preparado a una concentraciéon de 2 pg/ml en
medio MEM-E pH 7,5, se le agreg6 la solucién de bromoetilamina a una concentracion
final del 3% y se incubé a 26°C durante toda la noche y con agitacion. Posteriormente, se
neutralizé6 la soluciéri de VFA y bromoetilamina con tiosulfato de Na 1M a una
concentracion final del 3%. El virus inactivado se conservd a 4°C hasta el momento de su

uso.

7.2 Formulacién de las vacunas

Los péptido sintéticos se disolvieron en buffer fosfato salino (PBS) a la concentracion
adecuada segun el experimento y se emulsionaron con un volumen igual de adyuvante
oleoso (Arlacel A-Marcol 52 [1:7]-1% tween 40) por goteo de la solucién acuosa mezclada
con el tween 40 sobre la fase oleosa en morteros de porcelana (Rivenson y col.,1982).
Para la formulacién de la vacuna convencional, se inactivaron quimicamente 2 ug de virus
C3 Argentina 85 como se describi6 en el punto anterior y se emulsionaron de la misma
forma que las vacunas peptidicas. Las vacunas placebo se formularon emulsionando

PBS con adyuvante oleoso. Las dosis administradas fueron de 3 ml por animal.

7.3 Vacunacion y desafio

Los animales fueron mantenidos en corrales aislados de otro animales durante todas las
experiencias y en boxes de aislamiemto durante el desafio.

Las vacunas se inocularon por via subcutanea. Los controles positivos de cada
experiencia se inocularon con vacuria corivencional y los controles negativos con PBS
emulsionado con adyuvante oleoso.

Los animales se desafiaron por inoculacion intradérmica en la lengua de 10.000 dosis
infectivas 50% ratén lactante de VFA C3 Argentina 85 (Skinner y col., 1953). Se
examinaron periédicamente en la boca, lengua, labios, mucosa bucal y patas durante 7
dias (en algunos experimentos los bovinos se mantuvieron hasta 10 dias después del
desafio) y la aparicién de lesiones en cualquiera de estas zonas se consideré6 como

ruptura de inmunidad. Aquellos animales que no presentaron lesiones durante 7 dias
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post-desafio fueron considerados protegidos (+) y los que presentaron lesiones durante
este tiempo se consideraron no protegidos (-). Finalizada la experiencia, los bovinos se

sacrificaron y se incineraron para evitar liberacion de virus aftoso al ambiente.

7.4 Esquemas de vacunacion

Se desarrollaron 5 experimentos con tres esquemas de vacunacion diferentes: corto,
intermedio y largo. En todos los casos los animales recibieron una inoculacién y un
refuerzo (booster). En la Tabla 4 se esquematizan los tiempos de vacunacion y desafio

de los diferentes esquemas de vacunacion, referidos al dia de la primera inoculacion.

Tabla 4: Esquemas de inmunizacion utilizados en los experimentos de vacunacion
de bovinos con péptidos sintéticos

Esquema | Primera inmunizacién | Segunda inmunizaciéon | Desafio
Corto Dia 0 Dia 26 Dia 46
Intermedio Dia 0 Dia 35 Dia 69
Largo Dia 0 Dia 96 Dia 138

7.5 Experimento de vacunacion N° 1

Para este experimento se utilizaron 31 bovinos que se inocularon siguiendo el esquema
de vacunacién corto con 1 mg (dosis alta) 6 0,1 mg (dosis baja) del péptido A o
cantidades equimolares de los péptidos AT, AC y ACT. Todos los animales recibieron un
booster con 0,1 mg de péptido A o cantidades equimolares de los péptidos AT, AC o
ACT. Se incluyeron 3 animales control, 2 de ellos se vacunaron con virus inactivado y 1
con PBS. En este experimento no se evalud protecciéon (los animales no fueron

desafiados).
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Esquema de vacunacién utilizado en el experimento N°1:

Péptido Dosis Numero de animales
Alta 3
A Baja 4
Alta 3
AT baja 3
Alta 4
AC Baja 4
Alta 4
ACT Baja 3
Vacuna viral 2
Placebo (PBS) 1

7.6 Experimento de vacunacion N° 2

Este experimento siguié el esquema de inmunizaciéon intermedio. Se utilizaron 35
animales que se inocularon con las dos dosis detalladas en el expenmento N°1. En este
experimento se evalu6 proteccion al desafio viral.

Esquema de vacunacién utilizado en el experimento N°2:

Péptido Dosis Numero de animales
Alta 3
A Baja 3
Alta 3
AT baja 6
Alta 3
AC Baja 5
Alta 2
ACT Baja 6
Vacuna viral 2
Placebo (PBS) 2
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7.7 Experimento de vacunacion N° 3

En este experimento se utiliz6 el esquema de vacunacion corto que se utilizé en el primer
experimento. Se utilizaron 34 animales que recibieron dos inoculaciones con 2 mg de
peéptido A o cantidades equimolares de los péptidos AT y ACT. En esta experiencia se
evalué proteccion al desafio viral.

Esquema de vacunacién utilizado en el experimento N°3:

Péptido Numero de animales
A 10
AT 10
ACT 10
Vacuna viral 3
Placebo (PBS) 1

7.8 Experimento de vacunacion N° 4

Para este experimento se utilizaron 15 bovinos y se siguié el esquema de inmunizacion
corto. Los animales se inocularon con los péptidos AT* y ACT* y recibieron 2
inoculaciones de cantidades equimolares a 2 mg de Péptido A*. Seis animales recibieron
péptido AT*, 5 animales recibieron péptido ACT*, 2 animales vacuna viral y 2 animales
PBS.

7.9 Experimento de vacunacion N° 5

En este experimento se utilizaron 24 bovinos que recibieron dos inoculaciones de 2 mg de
péptido A* cada una. Los bovinos se dividieron en tres grupos y cada grupo se someti6 a
un esquema de inmunizacion diferente (corto, intermedio o largo). Los animales se
desafiaron con VFA C3 Argentina 85.



Esquema de vacunacién utilizado en el experimento N°5:

Péptido Esquema Numero de animales

A Corto 6

A Intermedio 6

A Largo 6
Vacuna viral | Corto / intermedio 2
Vacuna viral largo 2
Placebo (PBS) | Corto / intermedio 1
Placebo (PBS) largo 1

8. Toma de muestras

8.1 Sangre

Los bovinos se sangraron por la vena yugular.

Para la preparacion de suero, la sangre se colect6 en frascos de vidrio no estériles que se
incubaron inclinados a 37°C hasta que se formara el coagulo. Posteriormente, se pasaron
a 4°C para que los coagulos exudaran y el suero se clarificé por centrifugacion durante 15
minutos a 4°C a 2000 rpm. Los animales se sangraron antes de recibir la prnmera
inmunizacién (suero preinmune), antes de recibir el booster (suero pre booster) e
inmediatamente antes del desafio (suero post booster).

Para la preparacion de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) utilizadas
en los ensayos de linfoproliferacion, la sangre se recogioé estériimente en presencia de
EDTA 5 mM pH 7,2 (anticoagulante), en la fecha correspondiente a la sangria posterior al
booster.

La sangre recogida en presencia de anticoagulante se utilizé también para la extraccion
de ADN de CMSP (Miller y col., 1988) para la tipificacion de antigenos del CMH clase |
de bovinos (Van Eijk y col., 1992).

8.2 Lesiones
Se tomo6 material de las lesiones virales aparecidas en patas, lengua y morro de los
animales no protegidos durante los 7 dias posteriores al desafio. De cada animal se
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tomaron varias muestras provenientes de lesiones diferentes. Este material se utilizo para

el aislamiento y caracterizacion del VFA presente en las lesiones.

9. Produccion de virus C3 Argentina 85
En todos los experimentos se utilizé un clén viral derivado del VFA C3 Argentina 85 por
clonado en placa y amplificado en células BHK-21 o RFB medainte no mas de 3 pasajes.

9.1 Virus utilizado en el desafio y en los ensayos de seroneutralizacion

El virus utilizado en el desafio viral y en los ensayos de neutralizaciéon de la infectividad
viral, se amplificé por infeccién de células BHK-21 crecidas en botellas rotatorias de 2
litros con medio de cultivo MEM-E y a 37°C, hasta observar un efecto citopatico total. Se
cosechd el sobrenadante de la infeccién se clarific6 durante 20 minutos a 10.000 rpm a
4°C, se alicuotd y se congelé a -80 °C.

Se descongel6 una alicuota y se determiné el titulo del stock viral en ratén lactante y en

cultivo de células BHK-21.

9.2 Virus para estimulacion de linfocitos

El virus que se utilizé en los ensayos de linfoproliferacion se amplificé mediante infeccion
de células BHK-21 crecidas en botellas rotatorias de 2 litros. Se colect6 el sobrenadante
de infeccion, se clarific6 a 10.000 rpm durante 20 minutos y se concentré por
ultracentrifugacion durante 90 minutos a 40.000 rpm y a 4 °C a través de un colchén de
sacarosa 20 % en buffer NET 1X (50 mM Tris-HCI pH 7, 100mM NaCl, 1mM EDTA),
(Mateu y col., 1987) en un rotor Kontron TFT 45.94. Se descarté el sobrenadante, se lavd
el precipitado con buffer NET 1X y se resuspendié en 500 ul del mismo buffer. Un
preparado de virus C purificado por CsCl y cuantificado por absorbancia (Saiz y col.,
1989) se utiliz6 como patrén para estimar la masa viral de las preparaciones mediante
ensayos de inmunodot (Saiz y col.,, 1989). Brevemente, cantidades conocidas del virus
patron y diluciones seriadas de las preparaciones virales semipurificadas cuyas masas se
deseaba estimar, se fijaron por filtracibn a membranas de nitrocelulosa (Bio Rad),
previamente estabilizadas en buffer PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPOQs4,
1,5mM KH,PO,). Las membranas se bloquearon por incubaciéon durante 1 hora a
temperatura ambiente con una solucion de 5% leche descremada en buffer PBS 1X y
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luego se incubaron durante 2 horas con una dilucién 1/100 en 3% leche descremada en
PBS 1X del anticuerpo monoclonal 7BH11, que reacciona con un epitope discontinuo y
conservado en los distintos serotipos. Las membranas se lavaron 3 veces con PBS 1X,
0,05% Tween 20 y se incubaron durante 1 hora con una dilucién 1/1.000 de un anticuerpo
antiratén conjugado a peroxidasa (KPL). Se repitieron los lavados y se revelaron las
membranas con una solucién conteniendo 0,015% H,O-, 0,5 mg/ml 4-Cloro 1-Naftol. Se
detuvo la reaccion lavando las membranas con agua y se cuantificé la reactividad de las
muestras por comparacion con la reactividad del virus patrén en un digitalizador de

imagenes (Fotodyne Inc).

10. Titulacion de stocks virales

10.1 Titulacion por ensayo de placas

Se inocularon 300 ul de diluciones seriadas al 1/10 de los stocks virales sobre
monocapas de BHK-21 crecidas en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 1 hora a
37°C (en estufa de CO, y con agitacién suave cada 15 minutos). Se retird el inéculo y se
cubrieron las monocapas con 3 ml de medio semisoélido conteniendo 1 volumen de MEM-
D 2X, 1 volumen de agar noble al 2% (Difco), suero fetal bovino al 1% final, Hepes 25 mM
y gentamicina 50 pg/ml (Augé de Mello, 1976). Las placas se incubaron en estufa
gaseada a 37°C durante 48 horas hasta que se desarrollaran placas virales de un tamarno
adecuado. Las células se fijaron con formol al 4% en agua durante 5 minutos, se retir6 la
capa de agar bajo chorro de agua y luego se tifieron las monocapas con cnstal violeta al
1% en agua destilada durante 5-10 minutos. Finalmente, se lavaron con abundante agua
y se contaron las placas virales formadas. El titulo viral se determiné multiplicando el
numero de placas por el factor de dilucién correspondiente y por 3,3 ya que se inocularon
0,3 ml de dilucién viral por pocillo y el titulo viral se expresé6 como unidades formadoras

de placa por ml (ufp/ml).

10.2 Titulacion en raton lactante
Para determinar el titulo en raton lactante del stock viral utilizado en el desafio de

bovinos, se realizaron diluciones seriadas al 1/10 y se inocularon 50 ul de cada dilucién

por via intramuscular a 6 ratones lactantes de 5, 6 6 7 dias de vida. Al cabo de siete dias,
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se contd el niumero de ratones lactantes muertos por dilucion y se calculd la dosis letal

50% raton lactante (Reed y Muench, 1938, Skinner y col., 1953).

11. Ensayos de linfoproliferacion

La sangre de bovinos recogida estérilmente se utilizé6 inmediatamente para la extraccion
de CMSP por centrifugaciéon sobre un colchén de Lymphopaque (Collen y Doel, 1990).
Brevemente, se centrifugaron 40 ml de sangre durante 30 minutos a 2.500 rpm y se
colectd la interfase blanca del buffy coat presente entre el suero (fase superior) y los
glébulos rojos (fase inferior). Se diluyé al 1/2 con PBS, se sembré sobre 6 ml de
“Lymphoprep” (6=1,077 g/l, nycomed) y se centrifugé durante 30 minutos a 2.500 rpm. Se
colect6 la banda blanca enriquecida en células mononucleares, se lavdé con PBS y las
células se resuspendieron a una concentracion final de 2x10°% células/ml en medio de
cultivo RPM | 1640 (Gibco BRL) suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 25 mM
Hepes y gentamicina a concentracié final de 50 pug/ml.

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos para cultivo de tejidos (Falcon).
Las CMSP de cada animal se enfrentaron con virus entero y con péptido. Las placas se
tapizaron con 100 pul de 6 diluciones seriadas al 1/5 de virus purificado por colchén de
sacarosa de concentraciéon 150 pg/ml o con 100 pl de 6 diluciones seriadas al 1/2 de los
péptidos sintéticos (concentracidon 20 ug/ml). Todas las diluciones se hicieron en medio
RPMI. Se dejaron 6 pocillos por animal sin antigerno a los que se les agregé medio de
cultivo. Tres de estos pocillos se utilizaron como control negativo y los 3 restantes como
control positivo de estimulacién, agregando 100 pl de concanavalina A a una
concentracién de 12,5 ug/ml. Posteriormente, se agregaron a los pocillos 100 ul de CMSP
(200.000 ceélulas) de modo que la concentraciéon de antigeno en la placa quedé diluido a
la 1/2 (75 pg/ml para el primer pocillo de virus entero y 10 ug/ml para el primero de
péptido). Cada punto se realizé por triplicado. Las placas se incubaron en estufa de CO;
a 37°C durante 5 dias y luego se agreg6é 1uCi de timidina tritiada por pocillo (10ul de 0,1
mCi/ml diluido en PBS). La incorporacion de radioctividad al ADN celular se midi6 tras 6
horas de marcacién. Los resultados corresponden al valor mas alto hallado para cada
animal y se expresan como el indice de estimulacién (1.E.), que es el cociente entre la

radioactividad incorporada en presencia del antigeno (péptido o VFA) y la incorporada en
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los pocillos con medio solo. La respuesta se consideré positiva cuando el |.E. fue superior

oigual a 3.

12. Seroproteccion en ratén lactante

La dosis protectiva 50% en ratén lactante se determiné mediante un ensayo de
seroproteccion utilizando una cantidad constante de suero y virus variable. Se inocularon
por via subcutanea ratones lactantes de la linea Balb/c de 5, 6 o 7 dias de vida con 100 pl
de suero bovino sin diluir y previamente inactivado por calor (30 minutos a 56°C). Se
inocularon ratones control con sueros de bovinos no inmunizados (control negativo) y con
sueros de bovinos vacunados con virus entero inactivado. Al cabo de 2 horas se
inocularon intramuscularmente los ratones lactantes con 50 pul de diluciones seriadas al
1/10 de VFA C3 Argentina 85. Paralelamente, se titul el virus utilizado en el experimento
en ratones lactantes virgenes. Los animales se observaron durante 7 dias y se contaron
los ratones muertos para cada dilucién de virus. Los titulos virales se calcularon como fue
reportado por Skinner y col., (1953). El indice de proteccion se calculé como la diferencia

entre el titulo del virus y el titulo de la mezcla suero-virus para cada suero bovino.

13. Ensayos de neutralizacion de la infectividad viral

Se llevaron a cabo in vitro por reduccidon del nimero de placas (Habel, 1969) en
monocapas de células BHK-21 crecidas a un 80% de confluencia. Se incubaron
aproximadamente 150 unidades formadoras de placa (ufp) del VFA en un volumen de
200pul, con un volumen igual de diluciones seriadas de los sueros de animales
inmunizados con péptidos o de anticuerpos monoclonales, durante 1 hora a temperatura
ambiente y media hora a 4°C. Se inocularon 300 pl de las mezclas sobre monocapas de
BHK-21 crecidas en placas de 60 mm de diametro y se incubaron durante 1 hora a 37°C
en estufa de CO,, con agitacién cada 15 minutos. Se retir6 el inéculo y se cubrieron las
monocapas con 3 ml de medio semisélido conteniendo 1volumen de MEM-D 2X, 1
volumen de agar noble al 2% (Difco), suero fetal al 1% final, Hepes 25 mM y gentamicina
50 ug/ml (Augé de Mello, 1976). Las placas se incubaron en estufa gaseada a 37°C
durante 48 horas hasta que se desarrollaran placas virales de un tamano adecuado. Las

células se fijaron con formol al 4% en agua durante 5 minutos, se retiré la capa de agar
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bajo chorro de agua y luego se tifieron las monocapas con cristal violeta al 1% en agua
destilada durante 5-10 minutos. Finalmente, se lavaron con abundante agua, se contaron
las placas virales formadas y se calculé el porcentaje de placas formadas. Para ello, en
cada ensayo se incluyeron controles de VFA sin neutralizar que sirvieron para determinar
el 100% de ufp en cada ensayo y a partir de este valor, se calcularon los porcentajes de
placas obtenidas para cada dilucién de suero o anticuerpo monoclonal.

Los titulos de neutralizacién se calcularon como el logqo de la inversa de la dilucion de
suero o anticuerpo monoclonal que redujo el nimero de placas al 50%.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado o triplicado.

13.1 Neutralizacién con sueros de bovinos

Con los sueros de bovinos que sélo habian recibido una inoculacién con péptidos
sintéticos (sueros pre booster), se realizaron 4 diluciones seriadas al 1/3 a partir de 1/5
(1/5, 1/15, 1/45 y 1/135) y para aquellos que provenian de animales que habian recibido
dos inoculaciones (sueros post booster), se utilizaron 4 diluciones seriadas al 1/4 a partir
de 1/10 (1/10, 1/40, 1/160 y 1/640). Estos ensayos se realizaron con el VFA C3 Argentina

85 utilizado para el desafio viral.

13.2 Neutralizacion con anticuerpos monoclonales

Para estos ensayos se utilizaron los VFA variantes aislados de las lesiones de los bovinos
no protegidos frente al desafio viral y se incluyé el VFA utilizado en el desafio como
control. Las diluciones de anticuerpo monoclonal utilizadas fueron: 1/10, 1/100, 1/500,
1/2.500, 1/12.500 y 1/62.500 (dos diluciones seriadas al 1/10 y 4 diluciones seriadas al
1/5). Se determiné el titulo neutralizante 50% (TSN 50%) de cada AcM para cada variante
viral y para el virus utilizado en el desafio y se calculé la reactividad relativa (Ri) como el
cociente entre el TSN 50% de la variante viral y el del virus del desafio para cada AcM. La
reactividad relativa fue considerada positiva (Ri>0,1), intermedia (0,01<R1<0,1), débil
(0,001<Ri<0,01) o negativa (Ri<0,001), (Mateu y col., 1988).
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14. Caracterizacion genémica de los aislamientos virales

14.1 Aislamiento de ARN viral.
Todas las manipulaciones de ARN se realizaron con materiales y soluciones esterilizados

y tratados con dietilpirocarbonato (DEP, Sigma) y se trabajé constantemente con guantes.

14.1.a Extraccion de ARN de lesiones

El ARN viral provenientes de las lesiornes de bovinos no protegidos se obtuvo por el
método de guanidinio Aacido-fenol-cloroformo (Chomczynsky y Sacchi, 1986). Se
homogeneizaron aproximadamente 100 mg de epitelio de lengua o patas en mortero con
1 ml de solucion desnaturalizante D (Tiocianato de guanidinio 4M, citrato de sodio 25 mM
pH 7, sarcocyl 0,5% y 2-mercaptoetanol 0,1 M) a temperatuta ambiente. El homogenato
se transfirié a un tubo de polipropileno y se agregaron secuencialmente 0,1 ml de acetato
de sodio 2M pH 4, 1 ml de fenol saturado en agua y 2 ml de una mezcla 49 :1 de
cloroformo-alcohol isoamilico invirtiendo el tubo luego del agregado de cada reactivo. La
suspension final se incubé durante 15 minutos en hielo y se centrifugd durante 20
minutos a 12.000 rpm a 4 °C. Luego de la centrifugacion, el ARN se encuentra en la fase
acuosa y el ADN y las proteinas en la interfase y en la fase fenélica. La fase acuosa se
transfirié6 a un tubo nuevo, se agregé 1 mi de isopropanol y el ARN se precipité a -20 °C
durante por lo menos 1 hora y se centrifugé nuevamente durante 20 minutos a 12.000
rom. El precipitado obtenido se resuspendié en 0,3 ml de solucién D y se precipité con
1ml de isopropanol durante 1 hora a -20°C. Se centrifugé nuevamente durante 10
minutos a 4°C, el precipitado de ARN se resuspendié en etanol 75%, se centrifugo
nuevamente a 4°C durante 10 minutos y se secé por vacio. El precipitado obtenido se
resuspendié en 50 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,5% en agua-DEP a 65°C por

10 minutos.

14.1.b Extraccion de ARN viral de sobrenadante de células infectadas

A 200 pl del sobrenadante de células en cultivo infectadas con VFA se le agregaron 10 pl
de SDS al 10% y 20 pl de proteinasa K (10 mg/mi, Signa) y se incubaron a 37°C durante
20 minutos y luego a 45°C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K. A
continuacién, se realizaron dos extracciones fendlicas y se recupero la fase acuosa. El
ARN viral se precipité a -20°C durante 1 hora agregando 1ul de ARN de transferencia

(Sigma) y 5650 ul de etanol 100% frio. Las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a
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12.000 rpm a 4°C, el precipitado se lavé con etanol 70% frio, se sec6 al vacio y se
resuspendioé en 50 ul de agua-DEP. El ARN se precipitd nuevamente agregando 10 pl de
TNE 10X (1M NaCl, 100mM Tris-HCl y 10 mM EDTA) y 100ul de etanol 100 % frio a -
20°C durante 1 hora. Las muestras se centrifugaron a 4°C por 20 minutos, el precipitado
se lavo con etanol 70 %, se sec6 por vacio y se resuspendié en 50 ul de agua-DEP.
Luego, se agregaron 50ul de acetato de amonio 5M y 250 pl de etanol 100 frio y se
precipit6 el ARN a -20 °C durante 1 hora. Se recogieron los precipitados por
centrifugacion, se lavaron con etanol 70%, se secaron y se resuspendieron en 50 pl de
agua-DEP.

14.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

A partir del ARN obtenido de lesiones o de sobrenadante de células infectadas, se
sintetizé el ADNc mediante una reaccién de retrotranscripcion (RT). Para ello, a 200 ng de
ARN se le agregaron 200 ng de un oligonucleétido de polaridad opuesta a la del ARN viral
(polaridad negativa, Tabla 2), en un volumen final de 10 pl. La reaccién se incubé durante
2 minutos a 90°C para desnaturalizar el ARN, luego 5 minutos a la temperatura de
anillado especifica del oligonucledtido utilizado y finalmente se colocé en hielo. Se
preparé una mezca de un volumen final de 90 pl con 10 pl de buffer RT/Taq 10X (500mM
Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI, 15 mM MgCl, y 50 mM DTT), 4 ul de deoxinucleétidos
5mM, 0,5 ul de la enzima transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina (200U/pl,
Gibco) y agua —DEP, que se agreg6 a la mezcla de ARN y oligonucleétido. La reaccién se

incubd durante 1 hora a 37°C y luego se hirvié durante 1 minuto.

14.3 Reaccion de PCR

Para la reaccion de PCR, se utilizaron 50 pl de la reaccion de transcripcion reversa a los
que se agregaron 100 ng de un oligonucleétido de igual polaridad a la del ARN viral (este
oligonucleédtido se selecciond de acuerdo a la region que se deseaba amplificar) y 2,5
unidades de Taq DNA polimerasa (Promega). La reaccién se cubrié con aceite mineral y

se sometio a las siguientes condiciones de amplificacién:
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Desnaturalizacion inicial

2 min, 95°C

35 ciclos

desnaturalizacion

annealing

1 min, 50-60°C*

1 min, 95°C

extension

2 min, 72°C

*En cada reaccion de amplificacién se utilizé la temperatura de annealing 6ptima para cada par de
oligonucleétidos.

Las combinaciones de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de fragmentos de
ARN viral por RT-PCR, su polaridad y el tamafio de fragmento obtenido se detallan en la
Tabla 5. Estos fragmentos cubren toda la region codificante para las cuatro proteinas

estructurales (P1).

Tabla 5: Combinaciones de oligonucleétidos utilizadas para amplificar fragmentos
de ARN viral mediante RT-PCR.

Oligonucleétidos polaridad tamaiio del fragmento
PRS -
) 1365 pb
2+Fin +
P1lLow -
. 1354 pb
2+Fin +
P1lLow -
2224 pb
P1Up +
Sac Low -
1557 pb
P1 Up +
P1 Low -
798 pb
Sac Up +

El tamaiio de los fragmentos de ADN obtenidos se expresa en pares de bases (pb).
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Para asegurar que los fragmentos resultantes de la RT-PCR fueran especificos y no
producto de contaminaciones, en cada evento de sintesis de ADNc se incluy6 un control
negativo en el que se incluyeron todos los reactivos excepto ARN, que luego fue tratado
como una muestra mas en las reacciones de PCR. La ausencia de amplificacion en esta
reaccion asegurd la ausencia de contaminaciéon en cualquiera de los reactivos. También
se incluyeron controles positivos en los cuales se sintetiz6 ADNc a partir de ARNs ya

testeados.

14.4 Purificacion de los fragmentos obtenidos por RT-PCR

Los productos de PCR obtenidos se resolvieron en geles preparativos de 1% de
concentraciéon de agarosa con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio y en buffer TAE (Tris-
acetato 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM). Las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10
Volts/cm y a temperatura ambiente. Las muestras de ADN se sembraron en el gel, previo
agregado de 1/10 del volumen de la muestra de buffer de siembra (azul de bromofenol
0,5%, glicerol 25%, TAE 10X). Se incluy6 en la corrida un marcador de peso molecular
(ladder de 1Kb, Gibco-BRL). Luego de la corrida, las bandas se visualizaron por
fluorescencia a la luz UV, se escindieron del gel y se purific6 el ADN por el método de
GeneClean (Bio 101). Para cuantificar la cantidad de ADN obtenida luego de la
purificacion se corrieron geles analiticos en los que se sembré un 10% de los productos

purificados.

14.5 Secuenciacion de acidos nucléicos

Las secuencias nucleotidicas de las regiones codificantes para las proteinas estructurales
de los virus aislados de lesiones o amplificados por pasajes en células se obtuvieron por
secuenciacioén directa de los productos provenientes de reacciones de RT-PCR. Se utilizd
el método de terminadores de cadena de Sanger (Sanger y col., 1977) con el sistema
fmol Sequencing System (Promega) que uitliza analogos deaza de nucleétidos. Cada
reaccion se realizd a partir de 50 ng del ADN obtenido por RT-PCR utlizando los
oligonucleotidos sintéticos mostrados en la Tabla 2 y [a353] dATP (1mCi/mmol, Dupont)
como nucleétido radioactivo. La reaccion de secuenciaciéon se llevé a cabo en un

termociclador (Biometra Trio Thermoblock).
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Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial 2 min, 95°C

desnaturalizacion 30 seg, 95°C
35 ciclos annealing 30 seg, 50-60°C*
extensién 30 segq, 70°C

*En cada reaccion de amplificacion se utilizé la temperatura de annealing 6ptima para cada par de
oligonucleétidos.

Los productos de las reacciones de secuenciacion se resolvieron en geles de
poliacrilamida 6% desnaturalizantes (acrilamida 6%, bisacrilamida 0,3%, urea 42%, TBE
0,5%, persulfato de amonio 0,05% y TEMED 0,005%) usando un gradiente de buffer 0,5-
1 X TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1mM). La corrida se realizé a potencia constante (50
W). Los geles se fijaron en una solucién de metanol 5%, acido acético 5% durante 20
minutos, se secaron bajo vacio a 80°C y se expusieron sobre peliculas autorradiograficas
X-O-Mat (Kodak) durante 24-48 hs a temperatura ambiente.

Cuando fue necesario, las reacciones de secuerciacion se corrieron en geles de
poliacrilamida 6% con 40 % de formamida como agente desnaturalizante para impedir la
formacion de estructuras secundarias en las cadenas sintetizadas, que provocan
distorsiones en la corrida electroforética (Martin, 1987).

En algunas autorradiografias se observé la presencia de mas de una banda a la misma
altura; esto imposibilita la determinacién de la secuencia en esa posiciéon y se debe a la
terminacién de las cadenas de ADN en forma inespecifica y no por el agregado de un
dideoxinucleétido. Para superar este inconveniente, se utilizd la enzima transferasa
terminal de desoxinucleétidos (TdT, Gibco), que es una ADN polimerasa que cataliza en
ausencia de templado la adicion de deoxinucleétidos al extremo 3' de ADNs de cadena
simple. Una vez terminados los ciclos en el termociclador, se agregé a las reacciones 1 pl
de la siguiente mezcla: 0,48 pul de RT/Taq buffer, 0.95 pl de dNTPs 5mM, 2,5 ul de agua y
0,5 pul de TdT (5 unidades) y se incubaron las reacciones durante 30 minutos a 37°C (De

Borde y col., 1986). De esta forma fue posible resolver algunas indeterminaciones.
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15. Amplificacion de las mutantes virales rescatadas de lesiones de bovinos

Para rescatar el virus presente en las lesiones y amplificarlo, se disgregd el tejido por
machacado en mortero en presencia de 1 ml de MEM-D. Se colecté el material en un
tubo y se clarificé a 5.000 rpms durante 5 minutos a 4°C. Con 500 pl del clarificado, se
inocularon monocapas de células BHK-21 o monocapas de cultivo primario de RFB
crecidas en frascos de 25 cm® (Falcon) y se incubaron a 37°C en estufa gaseada hasta
que se observo efecto citopatico (pasaje 1). Con el sobrenadante de esta infeccion, se
infectaron nuevas monocapas de células BHK o RFB crecidas en frascos de 75 cm?
(Falcon) (pasaje 2). Una vez que se observé efecto citopatico, se colecto el sobrenadante
y se utilizé para infectar monocapas de células BHK o RFB crecidas en botellas rotatorias
(pasaje 3). A partir del sobrenadante de cada infeccion se extrajo ARN viral por el método
de proteinasa K y se determiné la secuencia nucleotidica de la region correspondiente al
sitio antigénico A, para determinar si la mutacion original se mantenia luego de los
pasajes en células en cultivo.

Para la mayoria de los ensayos de caracterizacion de las mutantes virales se utilizé el

pasaje 3 proveniente de células RFB.

16. Caracterizacion de las variantes de escape mediante ensayos de ELISA con
anticuerpos monoclonales

Se sensibilizaron placas de ELISA (Nunc Immunoplates 1 Maxisorp, Denmark) a 4°C
durante toda la noche con suero de conejo hiperinmune anti VFA C3 Argentina 85 (suero
de captura) diluido 1/200 en buffer carbonato/bicarbonato 0,1M pH 9,6 (Mulcahy y col.,
1990). Todos los lavados se realizaron con PBS 1X, 0,05% Tween 20 (Sigma) y se
repitieron 5 veces y las incubaciones se realizaron a 37°C en agitacion constante y en
volimenes de 100ul. Las placas se lavaron y se bloquearon durante 1 hora con una
solucion de 5% leche descremada en buffer PBS 1X (137 mMNacCl, 2.7 mM KCI, 8 mM
Na;HPO4, 1,5mM KH,PO,). En los pasos subsiguientes se utilizé PBS/5% suero normal
equino para diluir los reactivos y actuar como bloqueante para prevenir reacciones no
especificas (Pérez Filgueiras y col.,, 1995). Las placas se lavaron nuevamente y se
incubaron durante 1 hora con una dilucion adecuada de sobrenadante de células RFB
infectadas con las distintas variantes, se lavaron y se agregaron diluciones seriadas al

1/10 de los anticuerpos monoclonales, comenzando de 1/10 y se incubaron durante 1
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hora. Finalizada la incubacién, se lavaron las placas, se agregé una dilucién 1/500 de un
anticuerpo antiraton conjugado a peroxidasa (KPL) y se incubd la reaccion durante 1
hora. Las placas se lavaron y se revelaron mediante el agregado de ABTS [2,2'-Azino-
bis(3-etilbentiazolina-6-acido sulfénico)] y HO2 en buffer citrato pH 5. La absorbancia se
midié a 405 nm y se calcul6 el titulo de cada anticuerpo monoclonal para cada variante de
VFA y para el VFA utilizado en el desafio como aquella dilucion de monoclonal a la cual
se obtiene un 50% de absorbancia, tomando como 100% los valores de absorbancia de
los diferentes virus con el anticuerpo monoclonal 7BH11. Con estos valores se calculd
para cada anticuerpo monoclonal la reactividad relativa (Ri) de cada VFA variante
respecto al VFA salvaje, como el cociente entre el titulo de la variante viral y el titulo del
virus utilizado en el desafio para un determinado anticuerpo monoclonal. La reactividad
relativa fue considerada positiva (Ri>0,1), intermedia (0,01<R1<0,1), débil
(0,001<Ri<0,01) o negativa (Ri<0,001), (Mateu y col., 1988).

Para llevar a cabo estos experimentos fue necesario estandarizar la cantidad de virus
entero presente en los sobrenadante de células infectadas con cada variante viral para
agregar cantidades equivalentes en los ensayos de ELISA. Para ello, se agregaron
diluciones seriadas al 1/2 de cada variante a placas de ELISA sensibilizadas con suero de
captura y bloqueadas como ya se describié. Luego de la incubacion se agreg6é una
dilucién 1/100 del anticuerpo monoclonal 7BH11, que reacciona con un epitope
discontinuo y conservado en los distintos serotipos de VFA y se revel6. Se eligieron las
diluciones de las variantes que daban una lectura de absorbancia a 405 nm semejante y
de entre 0,8 y 1. Los valores de absorbancia en ausencia de antigeno nunca fueron
superiores a 0,2.

En cada placa de ELISA con los distintos anticuerpos monoclonales se incluyeron dos
pocillos por variante que se revelaron con 7BH11 y que permitieron ajustar las diferentes

reactividades debidas a la diferente cantidad de VFA que se agregaba a las placas.

17. Pasajes sucesivos de variantes de escape en presencia de presion
inmunolégica

Para determinar la dilucién de suero policlonal a ser utilizada en los experimentos de
presion inmune, se infectaron monocapas de células BHK-21 y de cultivos primarios de
RFB con 10 ® ufp de C3 Argentina 85 (el virus utilizado en el desafio de bovinos) o de las
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mutantes de escape en un volumen final de 300ul. Luego de 1 hora de adsorcién a 37°C
en estufa gaseada de CO,, se agregaron 4 ml de medio de cultivo en presencia
diluciones 1/20, 1/60, 1/200 y 1/400 y 1/800 de distintos sueros policlonales provenientes
de los experimentos de vacunacion de bovinos que incluyeron sueros de bovinos control
(vacunados con PBS o con vacuna convencional), sueros de animales inoculados con
péptidos sintéticos y protegidos frente al desafio viral y sueros de los animales no
protegidos donde se generaron las diferentes mutantes de escape. Se seleccioné la
dilucién de suero subneutralizante que permitié6 obtener efecto citopatico luego de 16-18
hs de incubacion a 37°C. Esta dilucién fue de 1/400 para la mayoria de los experimentos.
Se realizaron 10 pasajes sucesivos en presencia de la dilucién de suero seleccionada. El
virus recuperado de un pasaje se diluyé 1/1.000 en medio de cultivo y se utiliz6 para
infectar nuevas monocapas. En algunos casos fue necesario cambiar la dilucion de suero
durante el curso de los pasajes para mantener una neutralizaciéon parcial de los virus.
Como control, se pasaron los distintos virus en iguales condiciones pero en ausencia de
presion inmune (agregando al medio de cultivo una dilucién igual de suero fetal).

Luego de 10 pases seriados se extrajo el ARN de los virus recuperados, se sintetizdé un
ADNCc, se amplifico por PCR la region del genoma viral que incluye el sitio antigénico A y
se determind la secuencia nucleotidica del mismo, que se compar6 con la secuencia de

este sitio en los virus originales o pasados en ausencia de presién inmune.

18. Curvas de crecimiento

Se infectaron monocapas de células BHK-21 crecidas en placas de 24 pocillos con las
diferentes variantes virales a una multiplicidad de infeccion (moi) de 10 unidades
formadoras de placa (ufp) por célula. Las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C en
estufa gaseada para permitir la adsorcioén de los virus a las células y se retir6 el indculo.
Las monocapas se lavaron 3 veces con medio de cultivo MEM-D pH 5,5 para eliminar el
virus que no hubiera entrado a las células y luego se lavaron con medio de cultivo MEM-D
pH 7,4 para restituir el pH a las células. Las células se cubrieron con 1 ml de MEM-D pH
7,4 suplementado con 10% de suero fetal bovino y 50 ug/ml de Gentamicina se incubaron
en estufa gaseada a 37°C. A diferentes tiempos post infeccion, se colectaron alicuotas de
100 ul del sobrenadante de infeccién y se restituyeron 100 ul de medio de cultivo fresco a

cada pocillo para mantener el volumen inicial. Las alicuotas colectadas se titularon en
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monocapas de células BHK y se calcul6 el titulo de cada fracciéon colectada. La alicuota
correspondiente al tiempo 0 fue la colectada luego de la hora de adsorcién y correspondi6

al virus infectivo remanente en las células en cultivo luego del lavado de las mismas.

19. Analisis del polimorfismo del exén Il del gen DRB3 del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (CMH ll) bovinos por PCR-RFLP

19.1 Aislamiento de ADN de CMSP

A un volumen de la sangre colectada en presencia de anticoagulante se le agregé 1/2
volumen de NaCl 0,9% y se centrifugé a 15°C durante 10 minutos a 1.500 rpm para
obtener el buffy coat. Se removié la interfase blanca que contiene las CMSP, se transfirié
a otro tubo y se agregaron 4 ml de agua destilada, 4 ml de NaCl 1,8% y 10 ml de NaCl
0,9%, mezclando luego del agregado de cada reactivo. Se centrifugé a 15°C durante 10
minutos a 7.500 rpm, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 4,4
ml buffer de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10mM pH8). Luego se agregaron 50 pul de
EDTA 100 mM, 50 ul de proteinasa K a una concentracion de 20 mg/ml y 0,5 ml de SDS
10 % y se agit6 vigorosamente. Se incub6 la mezcla durante 3 horas a 65 °C y luego se
llevé el volumen a 10 ml con buffer de lisis y se mezcl6 bien. Se agregaron 5 ml de fenol
saturado en agua, se mezcld, se agregaron 5 ml de cloroformo y se mezclé nuevamente.
Luego se centrifugd y se colectd la fase superior a la que se le realizé una nueva
extraccion con fenol-cloroformo. La fase acuosa resultante se extrajo con cloroformo y
luego se precipité con 2,5 volumenes de etanol absoluto. El ovillo de ADN precipitado se
removié utilizando una pipeta Pasteur de vidrio con la punta doblada. EI ADN se
resuspendié en 4,5 ml de buffer TE (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1mM pH 8), se
agregaron 0,5 ml de SSC 10X (NaCl 1,5 M, Citrato de sodio 0,15 M) y 25 ul de Rnasa 10
mg/ml y se incubd durante 1-2 horas a 37°C. Finalizada la incubacién, el ADN se extrajo 2
veces con una mezcla 24:1 de cloroformo-alcohol isoamilico y se precipitdé con 2,5
volumenes de etanol absoluto. Se removié el ovillo de ADN precipitado, se escurri6 el
exceso de alcohol y se disolvid en 1 ml de buffer TE. Se midié la absorbancia de la
muestra a 260 nm, se calcul6é la concentracion de ADN y se prepardé una dilucion de

trabajo de 10 ng/pl.
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19.2 Amplificacion del exon Il del gen DRB3

La amplificacion del exon Il del gen DRB3 se llevé a cabo mediante 2 rondas de
amplificacion por PCR. En la primera ronda de amplificacion se utilizaron los
oligonucleétidos HLO30 (5ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC3') y HLO31 (5’ TTTAAAT
TCGCGCTCACCTCGCCGCT3') que contienen 7 y 8 nuclettidos de los extremos 5' y 3’
del exon |l, respectivamente y secuencias intrénicas y en la segunda ronda se utilizaron
los oligonucledtidos HLO30 (uitizado en la primera ronda) y HLO32 (5
TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC 3') cuya secuencia corresponde en su totalidad a la
region 3' del exon Il. Los oligonucleétidos utilizados fueron los disefiados por Van Eijk y
colaboradores (1992) en base a secuencias de los alelos DRB3 previamente publicadas
(Groener y col., 1990 y Sigurdardéttir y col., 1991).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con 30 ng de ADN en un volumen final
de 50 pl, en presencia de 5ul de buffer de PCR 10x ( 500 mM KCI, 100mM Tris-HCI, 25
mM MgCl, ), 100 uM de cada deoxinucleétido, 0,5 uM de cada oligonucleétido y 1,5
unidades de Taq DNA polimerasa (Promega).

La primera ronda de amplificacion se llevd a cabo en las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial 4 min, 94°C
desnaturalizacion 1 min, 94°C

10 ciclos annealing 2 min, 60°C
extension 1 min, 72°C

Extensién final 5 min. 72 °C

Posteriormente se transfirieron 2 ul de la primera amplificacién a un tubo conteniendo 48
ul de una mezcla similar a la utilizada en la primera PCR y se realizé la segunda ronda

segun las siguientes condiciones:
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Desnaturalizacion inicial 4 min, 94°C
desnaturalizacion 1 min, 94°C

20 ciclos annealing 30 seg, 65°C
extension 1 min, 72°C

Extension final 5 min. 72 °C

5ul de los productos de amplificacién obtenidos luego de la segunda ronda se resolvieron
en geles de 1% de concentracion de agarosa.
El tamano del producto de amplificacién esperado fue de 284 pares de bases.

19.3 Deteccion de los alelos del exén Il del gen DRB3

Se digirieron 13,5 ul de los productos de la segunda ronda de amplificacion durante 3
horas a 37°C en presencia de 1,5 ul del buffer especifico, con 5 unidades de las enzimas
de restriccion Rsal y Haelll (New England Biolabs Inc.) 0 a 50°C con 5 unidades de la
enzima de restriccién BstYl (New England Biolabs Inc.), en un volumen final de 15 pl.
Finalizada la incubacioén, los productos digeridos con BstY| se calentaron a 85 °C durante
4 minutos para desnaturalizar la enzima y obtener una mejor resolucion de los productos
de digestion.

Los fragmentos resultantes de la digestion con las tres enzimas de restriccion se
resolvieron por electroforesis en geles de 6% de cornicentracion de poliacrilamida no
desnaturalizantes (30:0,8 acrilamida:bisacrilamida, TBE 1X), corridos a 25 mA por 45
minutos. Se utiliz6 pBR322 digerido con Mspl (New England Biolabs Inc.) y el marcador
de peso molecular V (Boheringer Manheim) como marcadores de peso molecular para la
determinacion del tamario de los fragmentos obtenidos. Los productos de la digestion se
visualizaron por tinciéon con bromuro de etidio (1ug/ml) y se fotografiaron en el sistema de
analisis de imagenes Fotoanalyst (Fotodyne, Inc.)

A cada bovino se le asignaron los haplotipos definidos segun los patrones de restriccion
obtenidos con las 3 enzimas antes mericionadas segun fue descripto por Van EijK y
colaboradores (1992).
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1. Respuesta inmune en bovinos vacunados con péptidos sintéticos

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta inmune y la protecciéon frente al
desafio inducida en bovinos por vacunas peptidicas que representan epitopes del VFA de
serotipo C3. Para ello, se utilizaron péptidos sintéticos simples y complejos que contienen
epitopes para células B y T de la proteina VP1: el péptido A, que contiene el sitio
antigénico A, el péptido AC que contiene los sitios antigénicos A y C y los péptidos AT y
ACT que corresponden a los péptidos A y AC sintetizados colinealrmente con un epitope
para células T (Collen y col., 1991). Los péptidos AT y ACT se utilizaron con el fin de
analizar la importancia de la inclusién de epitopes para células T en las vacunas
peptidicas. Las diferentes construcciones peptidicas se utilizaron como inmunégenos en 5
experiencias de vacunacién de bovinos, en las que se evalué la respuesta inmune
humoral y celular inducida por las mismas. En estas experiencias se analiz6 el efecto de
la dosis y de las modificaciones en los tiempos de vacunacion y desafio y la importancia
de las revacunaciones (boosters) en la respuesta inmune contra el VFA inducida por estos
péptidos sintéticos. Asimismo, se evalud la posible correlacion entre la proteccion y
diferentes parametros inmunolégicos tales como los niveles de anticuerpos neutralizantes,

los indices de linfoproliferacion y la seroproteccioén en ratén lactante

1.1 Evaluacion de la respuesta inmune inducida en bovinos por diferentes dosis de
péptidos sintéticos utilizando un esquema de inmunizacion corto

El objetivo de este primer experimento de vacunacién fue evaluar la capacidad de los
péptidos sintéticos A, AT, AC y ACT (Tabla 1 de Materiales y Métodos) de generar una
respuesta inmune humoral y celular en bovinos. Para ello, se vacunaron 31 bovinos
divididos en grupos de 3 6 4 animales con 1 mg (dosis alta) o 0,1 mg (dosis baja) de
péptido A o cantidades equimolares de los péptidos AT, AC y ACT utilizando el esquema
de inmunizacion corto (puntos 7.4 y 7.5 de Materiales y Métodos).

Todos los animales recibieron una dosis refuerzo (booster) de 0,1 mg de péptido A o
cantidades equimolares de los péptidos AT, AC y ACT a los 26 dias de la primera
inoculacion.

Los animales se sangraron a los 26 dias (antes de recibir el booster) y a los 46 dias post-
vacunacion (20 dias después de recibir el booster), se separaron los sueros y se
determinaron los titulos seroneutralizantes. Los indices de linfoproliferacion frente al virus

(VFA) o frente a los péptidos sintéticos utilizados como inmunégenos se evaluaron a los
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46 dias post-vacunacion. Los resultados que se presentan en la Tabla 6 indican una clara
induccioén de la respuesta inmune en los animales vacunados con péptidos sintéticos y en
los controles vacunados con virus inactivado.

Los resultados obtenidos con el péptido A muestran niveles de titulos seroneutralizantes
muy bajos, independientemente de la dosis utilizada. Asimismo, no se observé efecto
booster importante excepto en 1 de los 7 animales inoculados (animal 122). Por otra
parte, los grupos inoculados con péptido AC mostraron una respuesta inmune humoral
mayor que la obtenida con el péptido A y en particular una buena correlacion dosis-
respuesta asi como un efecto booster importante. La inclusion del epitope T al péptido A,
péptido AT, mostré un aumento en la respuesta inmune respecto al péptido A al
considerar los titulos seroneutralizantes luego de la revacunacién. Sin embargo, no se
observo un efecto dosis-respuesta importante. Para el péptido ACT se obtuvieron titulos
seroneutralizantes mas elevados que los obtenidos con los otros péptidos analizados,
especialmente luego de la primovacunacion y altos titulos seroneutralizantes luego del
booster. Al igual que con el péptido AT, no se observé un efecto dosis-respuesta.

Al analizar los resultados de seroneutralizacién de los 4 grupos de péptidos se observo
una variacion individual importante en la respuesta inmune humoral entre individuos del
mismo grupo, excepto en el grupo correspondiente al péptido ACT donde sé6lo 1 de 7
animales presento titulos seroneutralizantes bajos luego de la primovacunacién (animal
136).

A pesar de la alta variacion individual en la respuesta inmune, se observ6 una tendencia
al incremento de los titulos seroneutralizantes luego de la dosis refuerzo, excepto en los
grupos inoculados con el péptido A. Tanto para los animales vacunados con péeptidos con
epitope T (AT y ACT) como para los vacunados con el péptido AC, el efecto booster fue
mayor al utilizar dosis de péptido bajas (0,1 mg de péptido en la primera inoculacion).

Los titulos seroneutralizantes promedio a los 46 dias post inoculacion fueron mayores
para los grupos inoculados con ACT (2,26 +/- 0,53), AC (2,05 +/- 0,57) y AT (1,9 +/- 0,37)
que los obtenidos para el grupo inoculado con el péptido A (1,04 +/-0,50).

76



IV. Resultados

Tabla 6: Respuesta inmune inducida por diferentes dosis de péptidos sintéticos en
bovinos revacunados a los 26 dpi

. ., Titulo SN ° Indice de estimulaci6n °
Péptido  Dosis®  Animal —- o ——00n VFA A AT AC __ ACT
115 1.1 1,5 N.D N.D
Alta 118 0,3 0,5 Neg Neg
124 1,3 SC Neg 7.0
A 134 0,4 0,6 N.D N.D
Baja 137 1,0 SC Neg Neg
142 0,5 1,0 Neg Neg
122 0,3 16 N.D 59
117 1.3 1.7 12,6 4.1 N.D
Alta 128 0.7 SC 55 8,5 6,9
148 0.3 1,5 6,9 3,0 3,0
AT
132 0,6 1,9 Neg Neg 9,3
Baja 129 04 1,9 Neg 3.6 3,0
120 0.8 25 56 9,2 18,8
130 1,1 1.9 Neg 12,4 16
Alta 116 1,3 1,5 Neg Neg Neg
123 2,3 2,7 N.D N.D N.D
149 1.4 3,0 Neg Neg Neg
AC
131 0,6 1,7 Neg 6.5 3,0
Baia 138 0,7 1.7 Neg Neg Neg
J 121 1,2 2,4 ND ND N.D
126 0.3 1,5 Neg Neg Neg
150 1,2 1,5 Neg Neg 3,5
Alta 136 04 2,2 Neg Neg 8,0
140 15 1,7 54 114 17.2
ACT 127 2,0 27 N.D N.D N.D
133 1,5 22 12,7 Neg 10,2
Baja 12 >2,2 3,0 Neg 4,0 18,8
119 1,5 25 Neg 10 18,9
. 146 29 N.D 128 7.2 8,2 10,7 50
Vacuna viral 135 2.2 N.D 126 95 ND 60 7.3
Control (PBS) 141 N.D <0,3 Neg Neg Neg Neg Neg

Los bovinos se inocularon con los péptidos sintéticos A, AT, AC y ACT (Tabla 1, Materiales y
Métodos) y recibieron un booster a los 26 dias post inoculacion. ® Dosis bajas: 0,1 mg de péptido
A o cantidades equimolares de los péptidos sintéticos mas complejos en las dos inoculaciones.
Dosis altas: 1 mg y 0,1 mg de péptido A o cantidades equimolares de los demas péptidos en la
primera inoculacion y en el booster, respectivamente. ® Los titulos seroneutralizantes (SN) se
expresan como la inversa del log. de la dilucién de suero que reduce el numero de placas al 50%.
Cada valor es el promedio de por lo menos dos determinaciones. ° Indices de estimulacién
correpondientes a linfocitos obtenidos a los 46 dias post inoculacién. Neg. Los indices de
estimulacion fueron inferiores a 3. N.D : no determinado. SC: Sueros contaminados.
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La comparacion de los indices de estimulacion de las células monoriucleares obtenidas a
los 46 dias post-vacunacion (Tabla 6) mostré que los linfocitos provenientes de los
animales inmunizados con los péptidos A y AC no proliferaron en respuesta al virus
entero. Con el agregado del epitope T, los linfocitos de 4 de los 6 animales inoculados con
péptido AT y de 2 de los 6 animales evaluados para el péptido ACT proliferaron en
respuesta al virus entero, siendo estos resultados consistentes con el reconocimiento de
estos animales de epitopes para células T presentes en la particula viral de VFA. Los
indices de estimulacion en respuesta a antigenos homoélogos (péptidos sintéticos)
mostraron que los linfocitos provenientes de 2 de los 5 animales evaluados inmunizados
con péptido A y de 2 de los 6 animales evaluados para el péptido AC proliferaron en
respuesta a los péptidos A y AC respectivamente, en tanto que los linfocitos provenientes
de todos los animales evaluados inmunizados con los péptidos AT o ACT proliferaron en
respuesta al péptido sintético utilizado para la inmunizacién. La proliferacion de los
linfocitos de animales inmunizados con los péptidos AC, AT o ACT en respuesta al
péptido A fue mas homogénea para los animales inmunizados con AC en cuanto a que
los linfocitos de aquellos animales que proliferaron en respuesta al péptido AC lo hicieron
también con el péptido A, mientras que los linfocitos de animales inmunizados con los
péptidos AT y ACT mostraron un comportamiento variable, ya que algurios de los
linfocitos que respondieron al péptido homélogo no lo hicieron frente al péptido A.

Todos los linfocitos provenientes de animales inmunizados con los diferentes péptidos
que proliferaron en respuesta al virus entero lo hicieron también en respuesta a los
péptidos testeados con una sola excepciéon (animal 133 vacunado con péptido ACT).
Estos resultados indican que los péptidos sintéticos utilizados repiten epitopes de
reconocimiento de células T que se encuentran en la particula viral entera.

Los animales control vacunados con VFA inactivado presentaron altos titulos
seroneutralizantes a los 26 dias post inoculacién (sangria pre booster), asi como también
altos indices de estimulacion en respuesta al VFA entero y a los cuatro péptidos
experimentales. Por el contrario, no se detectaron anticuerpos neutralizantes ni indices de
estimulacion positivos en los animales vacunados con PBS, demostrando que las
respuestas de titulos seroneutralizantes y linfoproliferacion son inducidas por los
antigenos especificos.

Los resultados obtenidos demuestran que los péptidos A, AC, AT y ACT son capaces de
inducir una respuesta inmune humoral y celular en bovinos en las condiciones

experimentales utilizadas.
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1.2 Evaluacion de la respuesta inmune y la proteccion frente al desafio en bovinos
inmunizados con péptidos sintéticos utilizando un esquema de vacunacién
intermedio

A fin de evaluar los efectos de modificaciones en los tiempos de inmunizacién con
péptidos sintéticos en la respuesta inmune en bovinos, se vacunaron 35 bovinos divididos
en grupos de 2 a 6 bovinos con 1 mg (dosis alta) o 0,1 mg (dosis baja) del péptido A o
cantidades equimolares de los péptidos AC, AT y ACT siguiendo el esquema de
inmunizacioén intermedio (punto 7.4 y 7.6 de Materiales y Métodos). Luego de 35 dias de
haber recibido la primera inoculacién los animales fueron revacunados con 0,1 mg de
péptido A o cantidades equimolares de los demas péptidos sintéticos y 34 dias después,
se desafiaron con 10.000 dosis infectivas raton lactante 50% (DIRL50%) de VFA C;
Argentina 85 por inoculacién intradermolingual con el fin de evaluar proteccion. Los titulos
seroneutralizantes se determinaron a los 35 dias post inoculacién (sangria pre booster ) y
antes del desafio, a los 69 dias post inoculacion. Los indices de estimulaciéon se evaluaron
a partir de células mononucleares aisladas a los 69 dias post-inoculacién.

Los resultados obtenidos (Tabla 7) confirmaron una variacién individual considerable en la
respuesta inmune observada y una tendencia al aumento de los titulos seroneutralizantes
luego del booster en todos los grupos de animales. Nuevamente, no se observo
correlacion dosis-respuesta para ninguno de los péptidos.

Los titulos seroreutralizantes promedio obtenidos a los 69 dias después de la primera
inmunizacioén fueron 2,55 (+/- 0,53) para AT, 2,33 (+/- 0,53) para A, 2,33 (+/- 0,44) para
ACT y 1,76 (+/- 0,36) para el péptido AC.

La proteccion alcanzada frente al desafio viral fue del 50% (3/6 animales protegidos) en
los animales vacunados con péptido A, del 33% (3/9 animales protegidos) en el grupo
vacunado con el péptido AT y del 25 % (2/8 animales protegidos) para los animales
vacunados con los péptidos AC y ACT. Todos los animales inoculados con virus
inactivado se protegieron frente al desafio viral y los placebos, vacunados con PBS,
presentaron lesiones en las 4 patas a los 4 dias post-desafio.

En general, todos los animales que resultaron protegidos frente al desafio viral
presentaron titulos seroneutralizantes altos; sin embargo, no todos los animales con

titulos seroneutralizantes altos resultaron protegidos.
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Tabla 7: Respuesta inmune y proteccion inducida por diferentes dosis de péptidos
sintéticos en bovinos revacunados a los 35 y desafiados a los 69 dpi

Titulo SN ° Indice de
Péptido Dosis ° Animal estimulaciéon Proteccién °
35 dpi 69 dpi contra VFA ©
67 1,9 3,0 10 +
Alta 68 1.3 1,7 Neg -
69 2.1 2,8 31
A
64 1,9 2,0 N.D
Baja 65 1,9 2,6 11
66 1,8 1,9 Neg -
76 1,2 2,2 27 +
Alta 77 2,2 3.2 Neg -
78 1,7 3.1 17 -
70 2,8 2,7 N.D
AT 71 <07 25 20
. 72 1.1 2,6 Neg
Baja 73 16 256 24
74 1,8 2,7 N.D
75 0,7 1.4 Neg -
85 1,9 1,1 N.D -
Alta 86 1,7 2,0 Neg -
87 1,0 2,2 46 -
AC 79 0,7 1,6 Neg
80 SC SC 13
Baja 82 N.D 2,0 N.D -
83 1,3 1,6 Neg -
84 1,5 1,8 6 +
99 <0,7 2,8 42 -
Alta 101 1,0 27 14 ]
92 0,9 1,8 252
ACT 93 1.1 2,3 N.D
Baia 94 <0,7 2,3 28
) 95 <0,7 N.D 55
96 24 2,7 N.D
97 <0,7 1,7 N.D -
X 98 >2.6 >3,0 24 +
Vacuna viral 107 1.6 >3.0 27 +
105 <0,7 <0,7 Neg -
Control (PBS) 106 <07 <0.7 Neg .

Los bovinos se inocularon con los péptidos sintéticos A, AT, AC y ACT (Tabla 1, Materiales y
Métodos). ® Dosis bajas y altas corresponden a las descriptas en la Tabla 6. ® Los titulos
seroneutralizantes (SN) se expresan como la inversa del log. de la dilucién de suero que reduce el
numero de placas al 50%. Cada valor es el promedio de por lo menos dos determinaciones. °
Indices de estimulaciéon correpondientes a linfocitos obtenidos a los 69 dias post inoculacién. Neg.
Los indices de estimulacién fueron inferiores a 3. N.D : no determinado. ¢ + indica los animales
protegidos y — indica los animales que presentaron lesiones en por lo menos una de sus patas a
los 7 dias post desafio. SC: suero contaminado.
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El analisis de los indices de estimulacién obtenidos mostré que los linfocitos de todos los
animales inoculados con el péptido ACT y evaluados en este ensayo proliferaron en
respuesta al virus entero pero sélo 2 de ellos resultaron protegidos frente al desafio viral.
A diferencia de lo observado en la experiencia anterior donde los linfocitos de los
animales inoculados con los péptidos A y AC no proliferaron en respuesta al VFA, en esta
experiencia los linfocitos de 3 de 5 animales inoculados con péptido A proliferaron en
respuesta al VFA y estos 3 animales resultaron protegidos, en tanto que de los 3 animales
inoculados con péptido AC que presentaron indices de estimulacion positivos, 2 de ellos
resultaron protegidos al desafio viral. Para el péptido AT, los indices de estimulacién de 4
de 7 animales ensayados fueron positivos y s6lo 1 de ellos resulté protegido.

Los linfocitos de los animales protegidos proliferaron en respuesta al VFA entero pero no
todos aquellos animales que presentaron indices de estimulacion positivos frente al VFA
resultaron protegidos.

No se observé una correlacion entre titulos seroneutralizantes o indices linfoproliferacion y
protecciéon. Indices de estimulacion semejantes a los obtenidos en los animales
vacunados con virus inactivado no garantizan proteccién en animales vacunados con
péptidos sintéticos.

Los animales control vacunados con VFA inactivado mostraron altos titulos
seroneutralizantes a los 69 dias post inoculacion, altos indices de estimulaciéon en
respuesta al VFA entero y resultaron protegidos frente al desafio viral. Los animales
placebo (vacunados con PBS) no mostraron titulos seroneutralizantes detectables ni
presentaron indices de estimulacion positivos en respuesta al VFA y presentaron lesiones
luego del desafio viral.

La comparacion de los titulos seroneutralizantes promedio post booster del primer
experimento respecto del segundo sugiere que la respuesta de anticuerpos neutralizantes
montada en los animales inoculados con el péptido ACT resulté menos afectada por la
variacion de los tiempos de vacunacion que aquellas inducidas por los demas péptidos
evaluados. Por otro lado, los datos mostraron una tendencia del péptido A a inducir titulos
seroneutralizantes mayores cuando el intervalo de tiempo entre la primera inoculacion y el
booster y entre el booster y el desafio fue mayor.

Con respecto a los indices de linfoproliferacion frente al VFA, la variacion en los tiempos
de vacunacién no tuvo un efecto importante en los animales inoculados con péptidos que
contienen el epitope T (péptidos AT y ACT). Sin embargo, a diferencia de lo observado
en el primer experimento donde los indices de linfoproliferacion fueron negativos para
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todos los animales vacunados con los péptidos A y AC, en el segundo experimento
algunos animales vacunados con estos péptidos mostraron indices de estimulacion
positivos.

Independientemente de la dosis utilizada para los péptidos AT, AC y ACT, cuando hubo
una baja induccién de anticuerpos seroneutralizantes en la primovacunacion, se observo
un efecto booster mas importante. Por otra parte, el efecto dosis tuvo menor importancia
cuando se analiz6 la respuesta post booster.

A partir de los datos obtenidos en estos dos experimentos de vacunacion, se observa que

la vacunacion con péptidos sintéticos permite proteger bovinos frente al desafio viral.

1.3 Evaluacion de la proteccion en bovinos conferida por los péptidos A, AT y ACT
siguiendo el esquema de inmunizacion corto

Debido a la baja reproducibilidad de los resultados obtenidos con los diferentes esquemas
de vacunacion, se realizé un tercer experimento con los péptidos A, AT y ACT siguiendo
un protocolo de vacunacion similar al utilizado en la primera experiencia (esquema corto,
booster a los 26 dias de la primera inoculacién y desafio a los 46 (puntos 7.4 y 7.7 de
Materiales y Métodos).

A fin de simplificar los experimentos de vacunacién y disminuir el niumero de variables a
analizar, las experiencias siguientes se desarrollaron utilizando una unica dosis de
péptido.

Grupos de 10 animales se vacunaron con una dosis alta de péptido A o cantidades
equimolares de los péptidos AT y ACT, tanto en la primera inoculacion como en el
booster. A los 46 dias de la primera inoculacion (antes de que los animales fueran
desafiados) se determinaron los titulos seroneutralizantes y los indices de
linfoproliferacion. Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en la Tabla
8.

Los titulos seroneutralizantes promedio post booster obtenidos en los sueros de los
animales inmunizados con los péptidos AT (2,36 +/- 0,22) y ACT (2,33 +/- 0,21) fueron
similares a los observados para estos mismos péptidos en el primer experimento (1,9 +/-
0.37) y (2,26 +/- 0,53), respectivamente. Sin embargo, los titulos seroneutralizantes
obtenidos en los sueros de los animales vacunados con péptido A (1,82 +/- 0,56) fueron
mas altos que aquellos obtenidos en el primer experimento (1,04 +/- 0,50). Los animales
vacunados con el péptido A mostraron en general titulos seroneutralizantes menores y

mayor variacion individual que los vacunados con AT o ACT.
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Los mayores porcentajes de proteccion frente al desafio viral se obtuvieron con el péptido
ACT (40%), seguido por el péptido AT (30%) y el péptido A (20%). Al igual que en el
experimento anterior, no fue posible establecer una correlacion entre el titulo
seroneutralizante y la proteccion frente al desafio con virus infectivo. Tal como se observo
en las experiencias anteriores, todos los animales protegidos presentaron titulos de

anticuerpos neutralizantes >2; sin embargo, no todos los animales con titulos

seroneutralizantes >2 resultaron protegidos. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en experimentos de vacunacién de bovinos con péptidos sintéticos
correspondientes a secuencias del VFA de serotipo O1 Kaufbeuren (DiMarchi y col.,
1986). Los animales control inoculados con PBS no produjeron anticuerpos neutralizantes
ni resultaron protegidos al desafio viral, y los que recibieron la vacuna convencional
presentaron altos titulos seroneutralizantes. Sin embargo, en este experimento uno de los
animales inoculados con virus inactivado (animal 34) presentd lesiones leves luego del
desafio viral, aunque no fue posible detectar ARN especifico de VFA por RT-PCR en 3
intentos independientes, ni detectar virus infectivo luego de 6 pasajes ciegos a partir de
material de las lesiones aisladas de este animal. Ademas, el animal 34 presento signos de
enfermedad (mucus o queloides y falta de apetito) en los dias previos al inicio del
experimento.

Mulcahy y colaboradores (1991) mostraron que los ensayos de seroproteccion en ratén
lactante correlacionaban mejor que los titulos seroneutralizantes con la proteccion
alcanzada en bovinos y animales experimentales vacunados con péptidos sintéticos.
Debido a que en las experiencias realizadas no fue posible correlacionar proteccion frente
al desafio con titulo de anticuerpos neutralizantes, se determin6 la DPRL 50%, con el
objeto de evaluar si este parametro inmunoldgico correlacionaba mejor con la proteccion
en bovinos.

En los animales vacunados con los péptidos A y AT esta correlacion fue baja. Sin
embargo, 4 de los 5 animales vacuriados con el péptido ACT que presentaron altos

valores de DPRL 50% (> 4,8) resultaron protegidos frente al desafio viral.
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Tabla 8: Respuesta inmune y proteccion inducida por los péptidos sintéticos A, AT
y ACT en bovinos revacunados a los 26 dpi y desafiados a los 46 dpi

. ) a o, b Indice de © . d
Péptido Animal Titulo SN DPRL50% estimulacién Proteccién
1 1,2 14 Neg -
2 20 3.2 N.D -
3 1,5 17 Neg -
4 2,1 3,7 N.D
A 5 1,4 2,4 3
6 2,0 >3.,9 Neg
7 0,9 <0,9 Neg
8 2,1 1.8 4
9 2,8 3.8 Neg -
12 2,2 3.8 +
10 2,5 3,0 -
11 2,5 2,7
13 23 27
14 2,5 1,8
15 2,4 1.7
AT 16 >2,7 >3,7
17 1,9 3,0
18 2,2 >3,7
19 2,4 1,8
21 2,2 2,6 4 .
23 2,5 >4,8 +
24 2,6 >4.,8 +
25 23 2,9 -
26 2,2 N.D -
32 24 2,5 -
ACT 33 2.3 >4.8
35 2,2 2,1
39 1,9 2,8 -
40 2,6 >4.8 -
47 23 >4.8 +
Vacuna 29 3.1 >4.8 +
viral 34 3.1 N.D -
37 3,2 N.D +
PBS 27 <0,9 N.D -

Los bovinos se inocularon con una dosis alta de péptido A o cantidades equimolares de los
péptidos AT y ACT (Tabla 1, Materiales y Métodos), en la primera inoculacién y en el booster. *
Los titulos seroneutralizantes (SN) se expresan como la inversa del log. de la dilucién de suero
que reduce el numero de placas al 50%. Los valores corresponden a los sueros extraidos a los 46
dpi y son el promedio de por lo menos dos determinaciones. ° Dosis protectiva 50% ratén lactante
de los sueros obtenidos a los 46 dpi, calculada como la diferencia entre el titulo del virus y el titulo
del suero + virus. ¢ Indices de estimulacién correpondientes a linfocitos obtenidos a los 46 dpi.
Neg. Los indices de estimulacién fueron inferiores a 3. ? Los animales se desafiaron a los 46 dpi. +
indica los animales protegidos y — indica los animales que presentaron lesiones en por lo menos
una de sus patas a los 7 dias post desafio. N.D : no determinado
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Otro parametro inmunolégico que puede correlacionar con proteccion es la relacion entre
IgG1 e IgG2 (Mulcahy y col., 1990). Por esta razdn, en esta experiencia se evalud la
cantidad relativa de 1gG1 respecto de IgG2 presente en los sueros post booster de los
bovinos experimentales. En los animales inoculados con péptidos sintéticos los cocientes
IgG1/1gG2 fueron superiores a aquellos obtenidos en los animales vacunados con virus
inactivado. Estas diferencias fueron mas notona en los sueros de los animales inoculados
con péptido A y se debid principalmente a la disminucién de los titulos de 1gG2. Estas
diferencias fueron menores en los animales vacunados con los péptidos AT o ACT (Datos
no mostrados, Dr. Sobrino, comunicacioén personal).

En esta experiencia sélo se realizaron ensayos de linfoproliferacion para algunos de los
animales inoculados con péptido A y de los 2 animales analizados que presentaron
indices de estimulacion positivos sélo 1 resultd protegido.

Con este esquema de vacunacién, también fue posible proteger bovinos vacunados con
péptidos sintéticos frente al desafio viral obteniéndose los mayores niveles de proteccion

al utilizar el péptido ACT.

El disefo de los péptidos utilizados en este trabajo se basé en secuencias del virus C3
Argentina 85 anteriormente publicadas (Piccone y col. 1988 y Martinez y col. 1991). Sin
embargo, durante los experimentos de vacunacion y desafio anteriormente descriptos se
utilizé VFA C3 Argentina 85 clonado 3 veces en células BHK-21. La secuencia
aminoacidica del clén utilizado presenta una sustitucion aminoacidica en la posicion 139
de VP1 (A (139)— V) respecto de la secuencia de los péptidos disefiados (Tabla 1 de
Materiales y Métodos). Para analizar si este cambio afectaba los resultados de proteccion
obtenidos en las experiencias anteriores, se repiti6 un experimento siguiendo el esquema
de inmunizacién corto (puntos 7.4 y 7.8 de Materiales y Métodos), utilizando péptidos con
la sustitucién A (139)— V, que se denominaron A*, AT* y ACT".

Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en la Tabla 9. En la misma se
incluyeron los datos correspondientes a animales vacunados con el péptido A* que
corresponden a la experiencia 5, a fin de comparar los resultados obtenidos con los
péptidos AT* y ACT*.

La comparacion de los titulos seroneutralizantes promedio obtenidos luego del booster
(dia 46) en los animales vacunados con los péptidos A* (1,6 +/- 0,48), AT* (2,55 +/- 0,32)
y ACT* (2,62 +/- 0,31) que contienen valina en la posicién 139 respecto de los obtenidos
para los péptidos A (1,82 +/- 0,56), AT (2,36 +/- 0,22) y ACT (2,33 +/- 0,21) que contienen
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alanina en la posicion 139, permitié determinar que no existen diferencias significativas en
el nivel de anticuerpos seroneutralizantes inducido por ambos grupos de péptidos.
Nuevamente, se observaron titulos seroneutralizantes menores y mayor variacion
individual en los animales vacunados con el péptido A* respecto de los vacunados con
AT* o ACT™.

Tabla 9: Respuesta inmune y proteccion inducida por los péptidos sintéticos A*,
AT* y ACT* en bovinos revacunados a los 26 dpi y desafiados a los 46 dpi

Péptido Animal Titulo SN2 DPRL50%®  Proteccién °

857 17 3,8 -

858 2,1 >3,9 -

A* 859 0,8 <0,9 -

860 N.D 1,6 -

861 1,7 3,4 -

862 17 >3,9 -

L7 2,8 N.D +

L8 2,6 N.D -

. L9 2,8 N.D -

AT L10 21 N.D -

L11 2,2 N.D -

L12 >2.8 N.D -

L1 27 N.D +

L2 >3,0 N.D +

ACT* L3 2,3 N.D -
L4 >2,8 N.D

L5 23 N.D -

1.1 >3,0 N.D +

Vacuna virai 12 ND N.D +
1.3 <0,9 N.D

PBS (control) 14 <0.9 ND i

Los bovinos se inocularon con una dosis alta del péptido A* o cantidades equimolares de los
péptidos AT* y ACT* (Tabla 1, Materiales y Métodos) en la primera inoculacién y en el booster. ?
Los titulos seroneutralizantes (SN) 50% corresponden a los sueros extraidos a los 46 dpi y son el
promedio de por lo menos dos determinaciones. ® Dosis protectiva 50% ratén lactante de los
sueros obtenidos a los 46 dpi, calculada como en la Tabla 8. ¢ Los animales se desafiaron a los 46
dpi. + indica los animales protegidos y — indica los animales que presentaron lesiones en por lo
menos una de sus patas a los 7 dias post desafio. N.D : no determinado
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Al igual que en el experimento anterior, el mayor porcentaje de proteccion se obtuvo en
los bovinos vacunados con ACT* (60%), seguido por AT* (16,7%). Ninguno de los bovinos
vacunados con A* resulté protegido al desafio. Nuevamente, el analisis de los titulos
seroneutralizantes y los niveles de proteccion, no permiti6 establecer una correlacion
entre estos parametros. Los animales control vacunados con VFA inactivado presentaron
titulos seroneutralizantes altos y 100 % de proteccion al desafio y en los sueros de los
animales control vacunados con PBS no se detectaron anticuerpos neutralizantes y
desarrollaron lesiones luego del desafio viral.

Al igual que en el experimento anterior, la relacion 1IgG1/IgG2 de los sueros provenientes
de animales inoculados con péptido A* fue, en promedio, superior a los cocientes
obtenidos para los animales vacunados con virus inactivado. Estas diferencias fueron
menores en los animales vacunados con los péptidos AT* o ACT* (Dr. Sobrino,
comunicacién personal).

Los resultados obtenidos en este experimento indicaron que la sustitucion A (139)— V no
afecto la respuesta inmune ni la proteccién alcanzada en los experimentos de vacunacion
anteriores.

Los valores de proteccién global obtenidos en estos dos experimentos fueron del 47%

para el péptido ACT, 25% para el péptido AT y del 12% para el péptido A.

1.4 Efecto de diferentes esquemas de vacunacion en la respuesta inmune y
proteccion conferidas por el péptido A

Los datos de seroneutralizacion obtenidos en los sueros de los animales vacunados con
el péptido A asi como los niveles de proteccion frente al desafio viral alcanzados, fueron
los que mostraron mayor variacion individual en los experimentos de vacunacion
realizados. Estas diferencias podrian sugerir que los esquemas de inmunizacion afectan
principalmente al péptido A. Para confirmar la influencia de los diferentes esquemas de
vacunacion en la induccién de respuesta inmune y optimizar un protocolo de
inmunizacion, se llevé a cabo un nuevo experimento de vacunaciéon con el péptido A*
evaluando distintos tiempos de revacunacion y desafio. Se vacunaron grupos de 6
animales con dosis alta de péptido A* siguiendo un protocolo de inmunizacion corto
(booster a los 26 dias y desafio a los 46 dias de la primera inoculacioén), intermedio
(booster a los 35 dias y desafio a los 69 dias de la primera inoculacién) o largo (booster a
los 96 dias y desafio a los 138 dias de la primera inoculacién). Los resultados obtenidos

en esta experiencia se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Efecto de diferentes esquemas de vacunacidon en la respuesta inmune y
proteccion conferidas en bovinos por el péptido A

Esquema de inmunizacién ® | Animal TSN® DPRLSO° Proteccion’
Dosis refuerzo, 26 dpi 857 1,7 3.8
858 2,1 >3,9
o 859 0,8 <0,9
= Desafio, 46 dpi 860 N.D 1,6
& 861 1,7 3.4
o 862 1,7 >3,9
Vacuna viral 873 3,5 N.D +
Dosis refuerzo, 851 3 37 -
35 dpi 852 1,3 2,9 -
853 3 >2.,8 -
g Desafio, 69 dpi 854 2,3 >3,8 -
w 855 1,2 1,3 -
E 856 N.D N.D +
w
b=
Z Vacuna viral 871 35 >3,8 +
PBS (control) 874 N.D N.D -
Dosis refuerzo, 96 dpi 863 14 1
864 2,8 2,6
865 33 >3,9
Desafio, 138 dpi 866 2,5 >3,9
S 868 1,2 1 -
g 869 2,8 1.4 .
. 867 34 >2.,8 +
Vacuna viral 870 26 >2.8 +
PBS (control) 872 N.D N.D -

? Los bovinos se inocularon con una dosis alta de péptido A* en la primera inoculacion (dia 0) y en
el booster. ° Los titulos seroneutralizantes 50% (TSN) se calcularon con los sueros obtenidos
previos al desafio y son el promedio de por lo menos dos determinaciones. ¢ Dosis protectiva 50%
en ratén lactante determinada con los sueros previos al desafio. ¢ Los animales se desafiaron en
los tiempos indicados para cada esquema de inmunizacién. + indica los animales protegidos y —
indica los animales que presentaron lesiones en por lo menos una de sus patas a los 7 dias post
desafio. N.D : no determinado. El bovino 874 vacunado con PBS fue compartido por los esquemas
de vacunacién corto e intermedio.

Al igual que en todos los experimentos anteriores, se observé una considerable variacion
individual en la respuesta de anticuerpos neutralizantes. Los titulos seroneutralizantes

promedio post booster obtenidos en los animales que siguieron el esquema de
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inmunizacioén corto (1,6 +/- 0,48) fueron menores que los observados en los esquemas de
inmunizacién intermedio (2,16+/- 0,88) y largo (2,33+/- 0,84). Esto correlaciona con lo
observado en experimentos anteriores (Tablas 6, 7, 8 y 9). Sin embargo, a pesar del
aumento en los titulos seroneutralizantes con los tiempos de vacunacion y desafio
mayores, los niveles de proteccion no aumentaron significativamente. La proteccion
obtenida fue nula o0 muy baja.

Al igual que en los experimentos anteriores, no se observé correlacion entre la DPRL50%

raton lactante y la protecciéon en bovinos inoculados con péptido A*.

A fin de evaluar la cinética de anticuerpos neutralizantes en los animales vacunados con
péptido A, se vacunaron 3 animales (de caravana numero 20, 22 y 31) con 2 mg de
péptido A* y a los 168 dias post inoculacion se los revacuné. Los titulos
seroneutralizantes se determinaron a los 46, 77, 92, 120, 168, 197 y 245 dias post
inoculacién. Los resultados (Figura 5) confirmaron la alta variabilidad en la respuesta
individual al utilizar el péptido A como inmunégeno, ya que se observaron diferencias
importantes en los valores de los titulos seroneutralizantes de los 3 animales a lo largo de
toda la experiencia.

Si bien la cinética de anticuerpos neutralizantes fue variable, en los 3 animales se
mantuvo un nivel de anticuerpos neutralizantes detectable hasta los 168 dias post
inoculaciéon. Ademas, en todos los casos se observé efecto booster.

Los datos obtenidos en los diferentes experimentos de vacunacion indican que al utilizar
el péptido A como inmunégeno se obtienen titulos seroneutralizantes mas elevados con
protocolos de vacunacién mas largos.
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Figura 5: Cinética de anticuerpos neutralizantes en bovinos vacunados con péptido
Ai

4.0 A
35 o

Booster
3.0 A

25 4 ¢
20 -
15 4

1.0 1

Titulo Seroneutraliante 50%

05

0.0 Y T v T T T T T v 1

Dias post vacunacion

Se vacunaron 3 bovinos con una dosis alta de péptido A* (dia 0) y a diferentes dpi se separaron
los sueros y se calcularon los titulos seroneutralizantes 50% como el log. de la dilucién de suero
que reduce el numero de placas al 50%. A los 168 dpi los bovinos recibieron un booster de 2 mg
de péptido A*. @ suero de animal 20,® suero de animal 22 ,® suero de animal 31. La figura 5 es
representativa de 2 experimentos independientes donde se observaron los mismos perfiles de
reactividad.

En la Tabla 11 se resumen los resultados de titulos seroneutralizantes y porcentajes de
proteccion obtenidos para los grupos de bovinos vacunados con cada uno de los péptidos
sintéticos evaluados en los 4 experimentos de vacunaciéon. De los mismos se desprende
la alta variacion tanto en la respuesta inmune humoral como en los niveles de proteccion
observados a lo largo de todos los experimentos, especialmente en los bovinos
vacunados con péptido A. Los valores de los titulos seroneutralizantes de los animales
vacunados con péptidos que contienen el epitope T se mantuvo mas constante en los
distintos experimentos, especialmente los observados en los bovinos vacunados con el
péptido mas complejo ACT. Sin embargo, no fue posible establecer una correlacién entre
los niveles de anticuerpos seroneutralizantes y la proteccién para ninguno de los péptidos

evaluados.
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Tabla 11: Resumen de los resultados de titulos seroneutralizantes (TSN) y
porcentajes de proteccion obtenidos en los 4 experimentos de vacunacion en los
grupos de bovinos vacunados con cada uno de los péptidos sintéticos evaluados

Experiencia de vacunacion ®
Péptido Primera Segunda Tercera Cuarta ®
TSN Proteccion TSN Proteccion | TSN Proteccion TSN Proteccion
1,04 + P 2,33+ 1,82 + 16+
A 0.5 N.D }t 0.53 50% 0.56 20% 0.48 0%
2,05+ 1,76+ 0
AC 0.57 N.D 0.36 25% N.D N.D | N.D N.D
19+ 2,55+ 2,36+ 255+
AT 0.37 N.D 053 33% 0.22 30% 032 16,7%
226+ . 233+ 233+ 262+
ACT 0,53 N.D 044 25% 0.21 40% . 0,31 60%

2 Los bovinos se vacunaron en las condiciones descriptas para cada experimento (Tablas 6 a 9).
® En esta experiencia se utilizaron los péptidos A*, AT* y ACT*. N.D: no determinado.

Del conjunto de datos obtenidos en todos los experimentos de vacunacion (Tablas 7 a 10)
en los que se inmunizaron un total de 90 bovinos, se observé que los niveles de
proteccion global que se alcanzaron fueron del 29% al utilizar en el desafio viral 10.000
DIRL50% por inoculacién intradermolingual. Los mayores niveles de proteccion parcial se
obtuvieron cuando se inmunizé el péptido ACT (39% de proteccion) seguido por AT
(28%de proteccion), AC (25 % de proteccion) y por ultimo A (23% de proteccién). Los

datos de proteccion se muestran en la Figura 6.
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Figura 6: Resumen de la proteccion obtenida al inmunizar bovinos con péptidos
sintéticos derivados del VFA

% PROTECCION

A AC AT ACT TOTAL
PEPTIDOS
gorai s g Animales protegidos / % de
Péptido desafiados ” proteccién ©

A 8/34 23
AC 2/8 25
AT 7125 28
ACT 9/23 39
Total 26 /90 29

? Se inocularon un total de 90 bovinos con diferentes péptidos sintéticos que incluyen secuencias
de la proteina VP1 del VFA C3 Arg85 (Tabla 1, Materiales y Métodos). ° Nimero de animales
protegidos frente al desafio respecto del total de animales inoculados con un determinado péptido
sintético. © Porcentaje de proteccion al desafio viral (10.000 DIRL50%) observada en los animales
inoculados con cada uno de los péptidos sintéticos y en los diferentes experimentos.

1.5 Analisis de la influencia del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
bovino en la respuesta a los péptidos sintéticos

El conjunto de resultados obtenidos en los experimentos de vacunacion de bovinos con
péptidos sintéticos (Tabla 11 y Figura 6) mostré que los niveles de proteccion alcanzados
fueron, en promedio, del 29%. Ademas, se encontré una correlacion limitada entre la

proteccion y los diferentes parametros inmunolégicos analizados. Si bien gran parte de los

92




1V. Resultados

bovinos desarrollaron titulos altos de anticuerpos neutralizantes especificos contra el VFA,
las respuestas inducidas mostraron una variacion individual importante que podria reflejar
el polimorfismo de los alelos del CMH clase |l de los bovinos, involucrado en la
presentacion antigénica de los péptidos a las células T.

Con el objeto de evaluar el rol de los genes del CMH clase Il bovino en la respuesta
individual observada, se analiz6 el polimorfismo del locus DRB3 de los animales
inmunizados con las vacunas peptidicas. Se utilizé el gen DRB3 para este analisis debido
a que codifica para una molécula de superficie, altamente polimérfica que contribuye al
control de la presentacién antigénica del péptido A del VFA de serotipo O en bovinos
individuales (Glass y col., 1992, 1994). El analisis se realizé mediante amplificaciéon por
PCR del exé6n Il del gen DRB3 seguida de RFLP (restriction fragment length
polymorphism) a partir de ADN extraido de CMSP de los bovinos inoculados con péptidos
sintéticos. El criterio y nomenclatura utilizados para la tipificacién del gen DRB3 se basé
en lo propuesto por Van EijK y colaboradores (1992).

En la Figura 7 se muestra a modo de ejemplo, el gel de poliacrilamida de los patrones de
restriccion obtenidos con las enzimas Rsal, Haelll y BstYl del fragmento de ADN
resultante de amplificar por PCR el exén Il del gen DRB3 de los animales 18 y 19 y la
asignacion de alelos resultante de los mismos.

Para un grupo de 46 bovinos vacunados con los peptidos A, AT o ACT, se analizé6 la
asociacion de los alelos asignados al locus DRB3 con la respuesta de anticuerpos
neutralizantes y la proteccion frente al desafio viral (Tablas 8 a 10). Los resultados se
muestran en la Tabla 12.

A partir de los datos mostrados en la Tabla 12, no se observd una correlacion consistente
entre la composicion de alelos del locus DRB3 y la proteccion conferida por los distintos
péptidos sintéticos frente al desafio viral. Excepto los alelos 24 y 3701 que fueron
detectados en un animal protegido cada uno, ningun alelo del locus DRB3 se encontro
diferencialmente en los animales protegidos. Del mismo modo, no se encontrd correlacién
entre los demas parametros inmunolégicos evaluados y la composicion de alelos del locus
DRB3.
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Figura 7: Determinacion de los alelos del gen DRB3 del CMH clase Il a partir de los
ADN extraidos de los bovinos inoculados con péptios sintéticos
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El ADN extraido de las CMSP de los bovinos inoculados con péptidos sintéticos sirvié de templado
para amplificar el exén Il del gen DRB3 mediante dos rondas de PCR. El producto de
amplificacion se digiri6 con las enzimas de restriccion Rsal, Haelll y BstYl y los productos
resultantes se resolvieron en geles de poliacrilamida 6% no desnaturalizantes que se tifieron con
bromuro de etidio. MPM1: pBR322 digerido con Mspl (NEB, Inc.), MPM2: Marcador de peso
molecular V (Boehringer Mannheim). En la figura se muestran las bandas de ADN obtenidas al
utilizar ADN proveniente de los animales 18 y 19 vacunados con péptido AT (Tabla 8 de
Resultados) y los alelos asignados de acuerdo a los patrones de restriccion obtenidos con las
enzimas Rsal, Haelll y BstYI. El criterio y nomenclatura para la tipificacion del locus DRB3 se basé
en el propuesto por Van EijK y colaboradores (1992).
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Tabla 12: Tipificacion de los alelos del gen DRB3 del CMH clase Il de bovinos
inmunizados con péptidos sintéticos y su correlacion con parametros

inmunolodgicos.

a b Alelo del o d
Péptido Animal Proteccién jocus DRB3 © TSN 50%

856 + 1, 3701 N.D.

864 + 3,21 2,8

866 + 7,10 2,5

12 + 7. 21 2,2

4 - 10, 3 21

869 - 12, homocigota 28

865 - 6, 15 33

857 - 10, 11 1,7

862 - 7,21 1,7

A 852 - 11,12 1,3
863 - 12, homocigota 1.4

851 - 12,18 3

853 - 7,18 3

854 - 28, homocigota 23

855 - 7,18 1,2

859 - 7,12 0,8
860 - 3,8 N.D.

861 - 12, homocigota 1.7

868 - 8,18 1,2

1 - 1,22 1,2

L.1 + 1,21 2,7

L.2 + 7,18 >
L4 + 12,24 >2,8

33 + 3,12 2,3

24 + 3,1 2,6

23 + 7,11 2,5

ACT 25 - 3,18 2,3
26 - 10, homocigota 2,2

32 - 3,28 24

39 - 1,12 1.9

40 - 3,18 2,6

L3 - 7,12 23

LS - 7,18 2,3

L7 + 18, homocigota 2,8

L8 - 7, homocigota 26

L11 - 18, homocigota 2,2
AT L12 - 7,15 >2,8
10 - 3,8 1,5

18 - 18,7 2,2

19 - 1,3 24

867 + 3,28 N.D

Vacuna 34 + 18,24 3.1
viral 870 + 11,23 2,6
871 + 1.3 35

872 - 1,18 N.D
PBS 874 - 3,10 N.D.

2 Los bovinos fueron inmunizados con los péptidos sintéticos que se detallan en Materiales y
Métodos. ® + indica los animales protegidos y — indica los animales que presentaron lesiones en
por lo menos una de sus patas a los 7 dias post desafio. Los numeros indican los alelos
asignados al gen DRB3 (Van EijK y col., 1992). 9 Datos extraidos de las Tablas 8 a 10. N.D.: no

determinado.
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En la Figura 8 se compara la frecuencia de alelos del locus DRB3 del CMH clase i
presente en los grupos de bovinos vacunados con los péptidos A, AT y ACT y de los
animales control (vacunados con virus inactivado o con PBS). La tipificacion del gen
DRB3 pemiti6 identificar 16 alelos diferentes en la poblaciéon de bovinos analizados.
Cuatro alelos se encontraron sélamente 1 vez (DRB3 3701, 6, 22 y 23). El alelo mas
frecuente fue el 18 (16,3%), seguido por el alelo 7 (15,2%) y por los alelos 3y 12 (14,1%)
(figura 8d). La mayoria de los animales fueron heterocigotas y sé6lo 8 fueron homocigotas
(Tabla 12). Las Figuras 8a y 8b, muestran la distribucién de la frecuencia de alelos en los
bovinos vacunados con péptido A o ACT que resultaron protegidos frente al desafio viral
(4 y 6 animales, respectivamente) y de los que resultaron susceptibles (17 bovinos
vacunados con péptido A y 7 vacunados con péptido ACT). Si bien el numero de bovinos
analizados no permitié establecer una diferencia significativa entre los grupos de bovinos
protegidos y susceptibles, se pudo observar la presencia diferencial de los alelos 12 y 18,
en los animales susceptibles. En el grupo de bovinos vacunados con péptido A, el alelo 12
no se encontré en los animales protegidos, en tanto que estuvo presente en 6 animales
susceptibles. El alelo 18, presenté un patron semejante en el grupo de animales
vacunados con péptido ACT, en cuanto a que se encontré en 3 animales susceptibles y
en soélo un animal protegido. Ademas, ambos alelos fueron de los mas frecuentes en el
grupo de animales analizado. Los animales 861, 863 y 869, homocigotas para el alelo 12,
fueron susceptibles al desafio con virus infectivo y 2 de 3 presentaron valores bajos de
titulos seroneutralizantes (Tabla 12). Esta observacion seria consistente con una
capacidad limitada del alelo 12 para presentar eficientemente el péptido A.

Sin embargo, los animales L7 y L11, ambos homocigotas para el alelo 18, resultaron
protegidos y susceptibles, respectivamente frente al desafio viral (Tabla 12 y Figura 8c).
Los resultados obtenidos sugieren que las poblaciones de bovinos presentan con alta
frecuencia alelos del locus DRB3 asociados con una respuesta ineficiente a la vacunacion

con péptidos sintéticos.
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Figura 8: Distribucion de alelos del gen DRB3 del MHC clase Il en bovinos
vacunados con péptidos sintéticos y bovinos control
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La asignacion de alelos del gen DRB3 mostrada en la Tabla 12 se utiliz6 para estimar la
frecuencia de alelos dentro de los grupos de bovinos vacunados con péptido A (A), péptido ACT
(B), péptidos A, AT y ACT (C) y la frecuencia de alelos del gen DRB3 en el total de los bovinos
analizados, incluyendo animales control vacunados con virus inactivado o PBS (D). ® Animales

protegidos, ® Animales susceptibles
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II. Analisis y caracterizacion del VFA recuperado de lesiones de

bovinos no protegidos frente al desafio viral

I1.1 Determinacion de la secuencia nucleotidica de la region correspondiente al sitio
A de los virus rescatados de las lesiones de bovinos no protegidos

Con el objeto de analizar si la seleccién de variantes contribuy6 a la ruptura de inmunidad
en los bovinos que no resultaron protegidos frente al desafio viral y teniendo en cuenta la
alta heterogeneidad genética del VFA (Mateu y col., 1989 y Domingo y Holland, 1994) se
determiné la secuencia nucleotidica de la region correspondiente al péptido A del virus
presente en las lesiones desarrolladas en los bovinos vacunados con los péptidos A, AT o
ACT de los diferentes experimentos de vacunacién. Se analizaron 29 muestras
provenientes de diferentes lesiones de 14 animales. Se llevd a cabo una reaccion de
transcripcion reversa a partir de ARN total extraido directamente de las lesiones, sin
adaptacion previa de los virus a células en cultivo. A partir del ADNc obtenido se
amplificaron por PCR las secuencias que incluyen las regiones genomicas
correspondientes a los sitios antigénicos A y C presentes en los péptidos. La
determinacioén de la secuencia nucleotidica promedio de la region correspondiente al sitio
antigénico A mostr6 la presencia de variantes virales con una Unica sustitucion
aminoacidica en 12 muestras de las 29 que se analizaron (correspondientes a 6 animales
de 14 analizados) (Tabla 13).

En 2 de 4 lesiones analizadas provenientes del animal 9 (vacunado con péptido AT") se
encontro la sustituciéon R(141)—>G en el triplete RGD (arginina-glicina-acido aspartico),
involucrado en el reconocimiento del receptor celular (Fox y col.,, 1989). La sustitucién
L(144)—P fue encontrada en 8 lesiones correspondientes a los animales 7, 12, 25y 5
(vacunados con péptido A, AT*, ACT y ACT*, respectivamente). También se encontré la
sustitucion L(147)—P en 1 lesion de las 2 analizadas en el animal 858 (vacunado con
péptido A*) y en las 2 lesiones analizadas del animal 40 (vacunado con péptido ACT).

Se ha demostrado previamente (Mateu, 1995 y Verdaguer y col., 1995), que las
posiciones 141, 144 y 147 de la proteina VP1 del VFA tienen un rol critico en la
antigenicidad del sitio A; en estos experimentos todas las variantes virales aisladas
presentaron sustituciones aminoacidicas criticas en el sitio antigénico A y acotadas a

estas 3 Unicas posiciones.
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Tabla 13: Secuencia del sitio antigénico A de los virus rescatados de las lesiones de
animales no protegidos inoculados con péptidos sintéticos

Péptido Secuencia aminoacidica del sitio A

b [
Inoculado Animal TSN 50% Lesién (VP1) d
PDI sc
3 1.5 PTI s
PDD sC
s 1.4 PTD s
A PTD L (144) >P
7 09 PDD sC
' PDI L (144) 5P y sc
. e PTI .. L(4y)y-pP
PTI L (147) 5P
856 2.1 PDD sc
14 25 M SC
18 2,2 PDI SC
PDD sC
PTI R(141) > G
AT L9 28 PTD R(141) > G
PDI SC
PTD L (144) 5P
L12 >2.8 PTI L (144) »>P .
21 22 PDD sc
05 23 PDD L (144) »P RS
M SC .
PTI sc
32 24 _PTD_ sc '
PDI L (147) 5P
ACT 40 26 FOD Lan e
PDI SC
L3 23 POD o
PTI L (144) 5P
LS 2.3 PDD L (144) »P
27 <07 PDD o sc
872 <07 __ . PTI_ sc_
PTI sC
874 <07 PTD sc B
PDD sc
1.3 <07 PDI sc
PBS P s¢
PDD sC
14 <0,7 PDI sc
) PTI sC o
L SC
30 <0.7 PDI sc

2 Los péptidos sintéticos utilizados se detallan en la Tabla 1 de Materiales y Métodos. ® Datos
extraidos de las Tablas 8 a 10 de Resultados.  PDD: Pata delantera derecha, PDI: Pata delantera
izquierda, PTD: pata trasera derecha, PTI: pata trasera izquierda, M: morro. ¢ De aquellos
animales de los que se colectaron muestras de mas de una lesién, se muestran las secuencias
correspondientes a las lesiones independientes. Se asign6 la posicién 140a al residuo de arginina
(R) que precede a la secuencia RGD. sc: sin cambios
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No se encontraron sustituciones aminoacidicas en la regién correspondiente al sitio C en
ninguna de las lesiones analizadas.

También se determiné la secuencia nucleotidica promedio de la regién correspondiente al
sitio antigénico A de los virus presentes en las lesiones desarrolladas por los bovinos
inoculados con PBS sin adaptacion previa de los mismos a células en cultivo. En todas las
lesiones analizadas (12 lesiones provenientes de 6 animales control) las secuencias
obtenidas no presentaron sustituciones nucleotidicas en la region correspondiente al sitio
antigénico A.

Los animales L9, L12 y L5 pertenecientes al mismo experimento de vacunacion, se
revisaron por primera vez a los 5 dias de haber sido desafiado y en ese momento habian
aparecido lesiones en todas las zonas examinadas. No se pudo determinar el momento
de aparicion de las lesiones del animal 858 ya que los animales de ese experimento
fueron solo revisados a los 7 dias post desafio. En ese momento, el animal 858
presentaba lesiones en todas las zonas examinadas. Las lesiones del animal 7
aparecieron tempranamente a los 4 dias después del desafio y fueron lesiones
generalizadas. En los animales 25 y 40 las lesiones aparecieron en forma tardia, 7 dias
después del desafio en el animal 25 (en las 4 patas) y a los 7 dias (en 2 patas) y 10 dias

(en otra pata) en el animal 40. Una pata de este animal no presento lesiones.

Se determiné la secuencia nucleotidica promedio completa de la proteina VP1 de las
poblaciones virales presentes en 22 de las lesiones analizadas. No se encontraron otras
sustituciones aminoacidicas ademas de las encontradas en la region correspondiente al

sitio antigénico A, en las muestras detalladas en la Figura 9.
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Figura 9: Determinacion de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina
VP1 de los virus presentes en las lesiones de bovinos no protegidos

A
A G v R R G D L A H L A A A H A R H L P
Desafio GCT GGT GTG CAT AGG GGA GAT CTA GCC CAT CTG GCG GCG GCA CAC GCT CGG CAC CTG CCa
3PDI
3PTI
L3PDD
L3PDI
SPDD
SPTD
LSPDD
LSPTI
7PDI
7PDD
7PTD
7PTI
L9PDD
L9PDI
L9PTD GGG
L9PTI GGG
L12PTD
L12PTI
14M
16PDI
21PDD
25PDD
25
32PTD
32PTI
40PDD
40PDI
858PDD
858PTI

B
138 141 144 147 156
Desafio ...TTAYSAGVRRGDLAHJAAAHARHLPTSFNT...
3PDI
3PTI
L3PDD
L3PDI
SPDD
SPTD
L5PDD
L5PTI
7PDI
7PDD
7TPTD
7PTI
L9PDD
LSPDI
L9PTD
L9PTI
L12PTD
L12PTI
14M
18PDI
21PDD
25PDD
25M
32PTD
32PTI
40PDD P
40PDI P
858PDD
858PTI P

Se muestra la region de la proteina VP1 comrespondiente al sitio antigénico A. A: secuencia
nucleotidica, B: secuencia aminoacidica. Los aminoacidos se nombraron con el cédigo de una
letra. En color rojo se muestran las sustituciones nucleotidicas y aminoacidicas encontradas.
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I1.2 Amplificacion en cultivo de células de las variantes virales recuperadas de
bovinos no protegidos

Las poblaciones de las variantes virales presentes en bovinos no protegidos frente al
desafio viral se amplificaron a partir de las lesiones por pasajes en células en cultivo. Con
el proposito de evaluar si el comportamiento de las variantes virales era diferente en
distintos cultivos celulares, las mismas se amplificaron en dos sistemas celulares distintos:
la linea celular BHK-21 clén 13 y cultivos primarios de células de RFB.

A partir de los sobrenadantes de las células infectadas, se extrajo ARN, se realizé una
reaccion de RT-PCR y se determin6 la secuencia nucleotidica de la region
correspondiente al sitio antigénico A.

Se amplificaron las siguientes variantes virales: 40 PDD que presenta la sustitucion
L(147)->P, L9 PTD y L9 PTI que presentan la sustitucion R(141)—-G, y las variantes L12
PTD, 25 PDD y L5 PTI que presentaron la misma sustituciéon (L 144) —>P).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Amplificacion de las variantes virales en cultivo de células

CELULAS°
Variantes Posicion
BHK-21 RFB
virales ? mutada ° _ :
1 pasaje 2 pasajes |1 pasaje 2 pasajes 3 pasajes

40 PDD L (147) »P ND P+L P P P
L9 PTIy LO PTD R (141) »G ND G G G
L12 PTD L (144) »>P ND L P P P
25PDD L (144) »P ND L P P p+L
LS PTI L (144) »P ND L P P P+l

Las poblaciones virales variantes recuperadas de las lesiones de bovinos no protegidos frente al
desafio viral se amplificaron mediante pasajes en cultivo de células. ® Las variantes virales se
nombran con el niumero de animal y la pata en la que se aislaron, PDD: Pata delantera derecha,
PTD: pata trasera derecha, PTI: pata trasera izquierda. ® La posicién mutada dentro del sitio
antigénico A se indica con el aminoacido presente en el virus del desafio, la posicion del mismo y
el aminoacido encontrado en la variante viral. Se utiliza el cédigo de una letra para nombrar los
aminoacidos. © Se utilizaron dos tipos celulares: la linea celular BHK-21 y el cultivo primario de
rifdn fetal bovino (RFB). Se indica el aminoacido encontrado en la posicion mutada luegode 1, 2y
3 pasajes en cada tipo celular. P + |: poblacién viral heterogénea con preponderancia del
aminoacido prolina en la posicion indicada. p + L: poblacién viral heterogénea con preponderancia
del aminoacido leucina en la posicion indicada. ND: no determinado
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Cuando los virus variantes L12 PTD, 25 PDD y LS PTI se amplificaron mediante 2 pasajes
consecutivos en células BHK-21 se recuperaron poblaciones virales cuya secuencia
promedio en la regién codificante para el sitio A correspondia a la del virus utilizado en el
desafio viral (leucina en la posicion 144). De la amplificacién de la variante 40 PDD por 2
pasajes en BHK-21 se recuper6 una poblacién viral heterogénea con mezcla de virus
variante (prolina en la posicion 147) y virus de desafio (leucina en la misma posicion).
Cuando se amplificaron las variantes L9 PTD y L9 PT! en iguales condiciones la
secuencia promedio de las poblaciones virales recuperadas fue la correspondiente a la
variante viral (glicina en la posicion 141).

Todas las poblaciones virales provenientes de 2 pasajes en células de RFB conservaron
la secuencia correspondiente a las variantes virales. Sin embargo, luego de un tercer
pasaje en celulas RFB las poblaciones de los virus 25 PDD y L5 PTI mostraron
heterogeneidad en la secuencia nucleotidica correspondiente a las posiciones mutadas.
La poblacion proveniente del virus rescatado de la lesion L5 PTI resulté enriquecida en la
secuencia variante en tanto que la proveniente de la lesion 25 PDD mostré un
enriquecimiento en la secuencia del virus del desafio. Las poblaciones virales 40 PDD,
L12 PTD, LO9PTI y LOPTD recuperadas conservaron la secuencia mutante. La estabilidad
de las mutaciones fue mayor en las células RFB que en la linea celular BHK-21. Estos
resultados estan de acuerdo con la produccién y seleccion de variantes virales
observadas al someter un virus clonado a un namero bajo de pasajes en distintos
sistemas celulares (Kaplan, 1986).

El virus utilizado en el desafio se amplific6 mediante pasajes en células BHK y cultivos
primarios de RFB y en todos los casos las poblaciones virales recuperadas mantuvieron la
secuencia original en la region correspondiente al sitio antigénico A.

El criterio utilizado para caracterizar una poblacion viral como homogénea o heterogénea
fue la presencia de una unica banda o de bandas dobles en la secuencia nucleotidica
promedio, respectivamente.

En la Figura 10 se muestran los geles de secuencia de la regiéon correspondiente al sitio
antigénico A de las poblaciones virales variantes amplificadas mediante tres pasajes en
células RFB. Se observa la presencia de la mutacién caracteristica de cada poblacion
viral asi como también la presencia de bandas dobles en las poblaciones virales

heterogéneas.
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Figura 10: Secuencia nucleotidica de la regién correspondiente al sitio antigénico A
de las poblaciones virales variantes provenientes de tres pasajes en células RFB

Virus del desafio  Virus L12 PTD Virus L9 PTD Virus 25PDD Virus L5 PTI Virus 40 PDD

141 R

144 L

> 0000 HOH4>»O>O000>

A partir de los sobrenadantes de infeccion de las poblaciones virales variantes provenientes de
tres pasajes en células RFB, se extrajo ARN viral, se realizé una reacciéon de RT-PCR y se
determind la secuencia nucleotidica del sitio antigénico A de las distintas variantes virales (punto
15 de Materiales Métodos). La figura muestra los geles de secuencia obtenidos. Con® se indica la
base mutada en cada secuencia analizada respecto de la secuencia del virus del desafio.® Indica
la presencia de una banda doble en el gel de secuencia en la posicon sefalada. Se indica la
secuencia nucleotidica y aminoacidica de la regién del sitio antigénico A donde se encuentran las
mutaciones. Los aminoacidos mutados en los virus variantes se indican en rojo.

I1.3 Caracterizacion fenotipica de las variantes virales recuperadas de bovinos no

protegidos

I1.3.a Tamarno de placa y titulo viral

Las preparaciones virales que se utilizaron para la caracterizacion fenotipica de las
poblaciones virales variantes fueron los terceros pasajes en RFB y en los casos en que
fue necesario se evaluaron también los segundos pasajes. El virus utilizado en el desafio
viral también se sometié a 3 pasajes en células RFB y se corrobor6 la conservacion de la
secuencia original.

El virus del desafio formé placas de lisis de 5-6 mm de diametro bajo agar al 1% e
incubacion a 37°C en estufa gaseada durante 48 horas. La preparacion de virus del
desafio presento un titulo viral de 8 x 108 ufp/ml en células BHK-21.

Las placas de lisis obtenidas con la preparacién del virus L9 PTD fueron mas pequenas

que las del virus utilizado en el desafio (2-3 mm de diametro), menos nitidas y con bordes
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mas difusos en similares condiciones de incubacién. Por esta razén, se incubaron durante
48 horas pero bajo agar a una concentracion del 0,7%. En estas condiciones se
obtuvieron placas de bordes mas definidos y mas faciles de contar de un diametro de 2-4
mm. El titulo de esta preparacion viral en células BHK-21 fue de 4 x 10° ufp/ml.

El virus variante 40 PDD produjo placas de lisis un poco mas pequefas que las del virus
utilizado en el desafio (3-4 mm de diametro), pero mas difusas. El titulo de esta
preparacion viral en células BHK-21 fue de 7 x 10° ufp/ml.

Estos resultados indican que la presencia de las mutaciones en el sitio A tienen un efecto
en las caracteristicas fenotipicas de las poblaciones virales mutantes.

La preparacion de virus L12 PTD formé placas de similares caracteristicas que las del
virus del desafio, pero el titulo viral de ésta preparacién fue muy bajo 6 x 10? ufp/ml. No se
obtuvieron placas de lisis cuando se utilizé la preparacién de virus L12 PTD proveniente
de un segundo pasaje en RFB.

La preparacion de virus 25 PDD formo placas de lisis similares a las del virus del desafio
cuando se utilizoé el tercer pasaje en RFB, y el titulo de la preparacién en células BHK-21
fue de 2x10° ufp/ml. Sin embargo, no se obtuvieron placas de lisis cuando se realizé el
ensayo en iguales condiciones pero con la poblaciéon resultante del segundo pasaje en
RFB.

La preparacion de virus variante L5 PTI formé placas de lisis semejantes a las del virus
del desafio y presenté un titulo viral de 8 x 10° ufp/ml. No se evalué la formacion de
placas de lisis con el segundo pasaje en RFB. En la Tabla 15 se resumen las

caracteristicas fenotipicas de las poblaciones virales en estudio.
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Tabla 15: Caracteristicas fenotipicas de las poblaciones virales variantes

Nuamero de a Concentracion Tiempo de Diametro de las

Variante viral Titulo viral

pasaje en RFB de agar® incubacién ©  placas (mm)°

40 PDD 3 7 x 108 1% 48 hs 3-4

L9 PTD 3 4 x10° 0,7% 48 hs 2-4
L12 PTD 3 6 x 10° 1% 48 hs 5-6
L12 PTD 2 N. D. 1% 48 hs N. D.

25 PDD 3 2 x 10° 1% 48 hs 5-6

25 PDD 2 N. D. 1% 48 hs N. D.

L5 PTI 3 | 8 x 10° 1% 48 hs 5-6
Desafio 3 8 x 108 1% 48 hs 5-6

Se inocularon monocapas de células BHK-21 con diluciones seradas al 1/10 de las poblaciones
virales variantes provenientes de 2 o 3 pasajes en células RFB y se cubrieron con medio
semisélido conteniendo las concentraciones de agar indicadas en la tabla. A los diferentes
tiempos de incubacion, las monocapas se fijaron con formol y se tifieron con cristal violeta. ® Titulo
viral medido en ufp/ml. ® concentraciones de agar del medio semisoélido utilizado en los ensayos
de titulacién por placas de lisis. ¢ Tiempo de incubacion de las monocapas celulares a 37°C para
el desarrollo de la placas de lisis. ° Didmetro en mm de las placas de lisis obtenidas en las
diferentes condiciones de incubacion. N.D: no detectable.

En general, en las poblaciones L12 PTD, 25 PDD y L5PTI (L 144) —P), la deteccion de
placas de lisis (cuyo fenotipo fue similar al de las obtenidas con el virus del desafio)
coincidié con la presencia de poblaciones heterogéneas ( mutante y parental) en los geles
de secuencia. Estas observaciones sugieren que las placas de lisis detectadas en estas
poblaciones virales corresponderian al virus parental.

A pesar de que las preparaciones virales L12 PTD, 25 PDD, rovenientes de 2 pasajes en
células RFB no presentaron un titulo viral detectable en las condiciones experimentales
utilizadas, las masas virales de estas poblaciones en ensayos de ELISA (Punto 16 de

Materiales y Métodos) fueron similares a las del virus del desafio.
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Figura 11: Placas de lisis caracteristicas de las poblaciones virales variantes

A

Se inocularon monocapas de células BHK-21 con diluciones adecuadas de las preparaciones
virales variantes provenientes de 3 pasajes en células RFB, se cubrieron con medio semisdlido
conteniendo agar a una concentracion del 1% 6 ,7% y a las 48 horas post infeccion las
monocapas se fijaron con formol y se tifieron con cristal violeta. A: 40PDD, B: L9 PTD, C: virus del

desafio, D: virus L12 PTD.
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I1.3.b Curvas de crecimiento

Para evaluar la capacidad replicativa de los virus variantes L9 PTD (R (141)->G) y 40
PDD (L (147)—P) respecto al virus del desafio, se realizaron curvas de crecimiento de un
sélo ciclo de replicacion. Para ello, se infectaron células BHK-21 a una moi de 10
ufp/célula con las preparaciones virales provenientes de 3 pasajes en células RFB. A
diferentes tiempos post infecciébn, se colectaron muestras de los sobrenadantes de
infeccion y se titularon en células BHK-21.

La Figura 12 muestra las curvas de crecimiento obtenidas para el virus del desafio y las
variantes L9 PTD y 40 PDD. El comportamiento de los virus variantes fue similar al del
virus desafio excepto en los tiempos tempranos de la infeccion. A las 2 horas post
infeccion, el virus del desafio mostro un titulo viral 100 veces mayor que el detectado en el
tiempo 0 de infeccion (luego de la hora de adsorcién y el lavado de las monocapas con pH
acido), en tanto que los virus variantes L9 PTD y 40 PDD mantuvieron los mismos titulos
virales que en el tiempo 0. E! aumento del titulo de virus 40 PDD fue detectado a las 4
horas y el del virus L9 PTD mas tardiamente, a las 6 horas post infecciéon. Sin embargo,

los titulos finales obtenidos para los 3 virus fueron similares.
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Figura 12: Curvas de crecimiento de las variantes virales L9 PTD y 40 PDD y del
virus utilizado en el desafio de bovinos

—e—— L9PTD
————  Desafio

—&—— 40PDD

Titulo viral (ufp/ml)

0 5 10 15 20 25 30

|
Horas post infeccion !

Se infectaron monocapas de células BHK-21 con el virus utilizado en el desafio y con los virus
variantes 9 PTD y 40 PDD provenientes de 3 pasajes en células RFB a una moi de 10 ufp por
célula. A los tiempos post infeccion indicados en la figura, se tomaron alicuotas del sobrenadante
de infeccion y se titularon en células BHK-21.# Virus del desafio, ® Virus variante L9 PTD,® Virus
variante 40 PDD. La figura 12 es representativa de tres experimentos independientes.

I11.4 Caracterizacion genémica de las variantes virales

Muchas de los virus variantes que presentaron sustituciones criticas en los aminoacidos
que flanquean el triplete RGD, presentaron también sustituciones en otras posiciones que,
en muchos casos, se postularon como compensatorias. Con el propésito de determinar la
presencia de mutaciones en otras regiones diferentes del sitio antigénico A que pudieran
modular el comportamiento de las variantes virales, se determiné la secuencia

nucleotidica completa de la region del genoma viral que codifica para las proteinas
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estructurales (VP1, VP2, VP3 y VP4) de las variantes virales en estudio. Para ello, a partir
de los sobrenadantes de infeccion provenientes de 3 pasajes en RFB de las poblaciones
L9 PTD, 40 PDD, L12 PTD, L5 PTI, 25 PDD y del virus de desafio y de 2 pasajes en RFB
de la variante viral 25 PDD, se extrajo ARN viral, se amplificaron por RT-PCR fragmentos
solapados de ADN de modo tal que cubrieran toda la regién que codifica para las cuatro
proteinas estructurales del VFA (poliproteina P1) y se determiné la secuencia nucleotidica
promedio de la poliproteina P1 de cada variante viral (Figura 13).

La comparacion de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de las variantes con la
del virus del desafio mostré que las Unicas sustituciones aminoacidicas en toda la region
analizada correspondian a las presentes en el sitio antigénico A (Tabla 13 de Resultados),
mientras que otros sitios antigénicos relevantes (sitios A y C) no presentaron variaciones

en su secuencia.

Figura 13: Secuencia aminoacidica de la proteinas de la capside de las variantes
virales L5 PTI, L9 PTD, L12 PTD, 25 PDD y 40 PDD.

va4->- 10
Desafio GAGQSSPATGSQNQSGNTGSIINNYYMQQYQNSMDTQLGDNAISGGSNEGSTDTTSTHTTNTQNNDWFSK
L5 PTI --- *
L9 PTD
L12 PTD
25 PDD
25 PDD2
40 PDD

VP2 P

Desafio LASSAFSGLFGALLADKKTEETTLLEDRILTTRNGHTTSTTQSSVGVTYGYATVEDNTSGPNTSGLETRV
L5 PTI

L9 PTD * *

L12 PTD

25 PDD

25 PDD2

40 PDD

Desafio HQAERFFKMKLFDWVPSQEFGHMHKVVLPTDPKGVYGGLVKSYAYMRNGWDVEVTAVGNQFNGGCLLVAL
LS PTI

L9 PTD

L12 PTD

25 PDD

25 PDD2

40 PDD
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VPl
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A partir de las preparaciones virales provenientes de 2 o 3 pasajes en células RFB, se extrajo
ARN viral, se amplificé la regién correpondiente a la poliproteina P1 por RT-PCR, se determiné la
secuencia nucleotidica promedio y se dedujo la secuencia aminoacidica. Se utilizé el cédigo de
una letra para indicar los aminoacidos. Para las variantes virales se indican los aminoacidos que
difieren del virus utilizado en el desafio viral. Los segmentos no secuenciados se indican con
guiones; los asteriscos representan aminoacidos no definidos. El sitio antigénico A se indican en
color rojo, los aminoacidos que conforman el sitio discontinuo D se indican en azul y los que
conforman el sitio antigénico C se muetran en color verde. La numeracion es la utilizada por
Mateu y colaboradores, 1994. ' en la posicion indicada se observé mezcla de P/L con predominio
de L. 2 en la posicién indicada se observé mezcla P/L con predominio de P.

I1.5 Caracterizacion antigénica de las variante virales utilizando sueros policlonales

provenientes de bovinos vacunados con péptidos sintéticos

I11.5.a Neutralizacion de la infectividad viral de las variantes L9 PTD y 40 PDD

La ruptura de inmunidad observada en el transcurso de los experimentos de vacunacion,
no se debié unicamente a la aparicion de variantes virales, ya que de las lesiones de
muchos bovinos que no resultaron protegidos frente al desafio viral se aislaron
poblaciones virales con la secuencia del virus del desafio. Sin embargo, es posible
plantear distintas hipotesis para explicar la falta de proteccién en los bovinos de los que
se aislaron mutantes de escape:

a) La seleccion de variantes virales con sustituciones en posiciones criticas dentro del
sitio antigénico A son responsables de la falta de proteccion en los animales en las que

se seleccionaron. Si esta hip6tesis fuera correcta, sueros provenientes de diferentes
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animales vacunados con péptidos sintéticos no neutralizarian la variante viral o lo harian
con baja eficiencia, independientemente de que estos sueros provinieran de animales
protegidos o susceptibles frente al desafio.

b) El éxito o fracaso para detener la infeccion depende de la composiciéon cuantitativa y
cualitativa del suero de cada animal. De esta forma, en bovinos inoculados con el mismo
péptido sintético se generaran subpoblaciones de anticuerpos contra distintos epitopes o
con distintos titulos contra el mismo epitope dependiendo de qué epitopes sean
presentados en cada bovino segun las restricciones genéticas impuestas por Ia
composicién de alelos del CMH. Si esta hip6tesis fuera correcta, la composiciéon de
anticuerpos del suero de algunos bovinos permitira la seleccion de variantes virales que
seran neutralizadas eficientemente por sueros provenientes de otros bovinos inmunizados
con péptidos cuyo suero tiene una composicién cualitativa y cuantitativa distinta a la del
animal en que se generé la variante.

Entonces, si el suero de un bovino presenta altos titulos seroneutralizantes frente al virus
del desafio y frente a diferentes variantes virales es muy probable que el bovino resulte
protegido frente al desafio, excepto que se seleccione una variante viral con una mutacion
en un sitio critico.

Con el fin de evaluar las hipotesis antes mencionadas, se realizaron ensayos de
neutralizacion de la infectividad viral en los que se utilizaron los virus 40 PDD (L(147)—P)
y L9 PTD (R(141)>G) y el virus del desafio, que se incluyé como control del experimento.
Cada una de estas poblaciones virales se enfrenté con diferentes sueros policlonales
provenientes de bovinos vacunados con péptidos sintéticos: el suero del animal en el cual
se generaron (sueros L9 y 40), el suero de un animal vacunado con péptido A y protegido
frente al desafio viral (suero 12), el suero de un animal vacunado con péptido ACT vy
protegido frente al desafio viral (suero L1), con los sueros de los animales en los que se
generaron otras variantes (sueros L12, L5 y 25), el suero de un animal placebo (suero 1.3)
y el suero de un animal vacunado con virus inactivado (suero 1.1). Todos los sueros
utilizados en estos ensayos provinieron de sangrias post booster y presentaron titulos
seroneutralizantes similares frente al virus del desafio, excepto los provenientes de
animales control (sueros 1.3 y 1.1). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16.

Cuando se compararon los titulos neutralizantes de los sueros provenientes de los
animales L9 y 40 frente al virus homoélogo (variantes L9 PTD y 40 PDD, respectivamente)
y frente al virus utilizado en el desafio viral, se observé que el suero del animal 40 era
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incapaz de neutralizar al virus 40 PDD generado en este animal (TSN < 0,7) pero
presentaba titulos neutralizantes altos frente al virus del desafio (TSN = 2,5). El suero del
animal L9 present6 un comportamiento intermedio ya que fue capaz de neutralizar al virus
L9 PTD (TSN = 1,4) pero no tan eficientemente como lo hizo con el virus del desafio (TSN
= 2,5). Los sueros L1y 12 provenientes de animales vacunados con péptidos sintéticos y
protegidos frente al desafio fueron capaces de neutralizar al virus L9 PTD con titulos
similares a aquellos obtenidos con estos mismos sueros y el virus de desafio. Sin
embargo, estos sueros presentaron titulos muy bajos cuando se los enfrenté al virus 40
PDD, especialmente el suero proveniente del animal 12. El suero del animal 40 fue capaz
de neutralizar eficientemente al virus variante L9 PTD. Sin embargo, la variante viral 40
PDD fue neutralizada con titulos bajos por el suero del animal L9. Los sueros
provenientes de los animales L5, L12 y 25 donde se generaron las variantes con la
sustitucion L(144)—P (Tabla 13), neutralizaron al virus L9 PTD (TSN = 1,3, 2 y 1,6,
respectivamente) aunque los titulos obtenidos fueron menores que con el virus del desafio
(TSN = 2.3, >2,8 y 2,3, respectivamente). El suero del animal 25 no fue capaz de
neutralizar al virus 40 PDD (TSN < 0,7) y los sueros de los animales L12 y L5 mostraron
bajos titulos seroneutralizantes (TSN = 1,3 y 1,1, respectivamente).

El suero proveniente del animal vacunado con virus inactivado (suero 1.1) fue capaz de
neutralizar muy eficientemente tanto a las variantes virales L9 PTD y 40 PDD como al
virus del desafio, lo cual confirma resultados presentados por Feigelstock vy
colaboradores, (1992) y Mateu y colaboradores, (1994), que mostraron que otros sitios
distintos del sitio antigénico A presentes en la particula viral entera contribuyen a la
neutralizacion del VFA.

Del analisis de los resultados presentados en la Tabla 16 surge que la mutacion
L(147)—>P es critica en la antigenicidad del VFA, ya que tanto los sueros de animales que
resultaron protegidos frente al desafio como los sueros de animales en donde se
generaron otras variantes virales, no fueron capaces de neutralizar a la variante 40 PDD o
lo hicieron con titulos seroneutralizantes muy bajos, a pesar de que estos sueros
neutralizan eficientemente al virus del desafio. Estos resultados sugieren que la falta de
protecciéon frente al desafio observada en el animal 40 posiblemente se debié a la
seleccidon de una variante viral con una sustitucién critica y no a una respuesta inmune
deficiente.

La ruptura de inmunidad observada en el animal L9, en cambio, es posible que se haya

generado como consecuencia de la composiciéon de su suero, ya que tanto los sueros de
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animales que resultaron protegidos frente al desafio como los sueros de animales en los
que se generaron otras variantes virales neutralizaron a la variante L9 PTD (R(141)-G)
con titulos neutralizantes altos o intermedios. Si bien era de esperar que la sustitucion
R(141)-G, que afecta al triplete RGD involucrado en el reconocimiento del receptor
celular, fuera muy importante en la antigenicidad del VFA, los resuitados sugieren que la
region RGD es importante desde el punto de vista funcional pero no antigénico.

Estos resultados revelan la gran heterogeneidad en la composicion de anticuerpos
neutralizantes presentes en los sueros evaluados, ya que a pesar de que todos ellos
fueron generados contra inmunégenos semejantes y quimicamente definidos, se

comportan de manera diferente frente a las vanantes virales analizadas.

Tabla 16: Comportamiento de las variantes virales L9 PTD y 40 PDD y del virus del
desafio en ensayos de neutralizacion de la infectividad viral con sueros de bovinos
vacunados con péptidos sintéticos.

Titulos seroneutralizantes frente a: °
Antisuero animal® |40 PDD (L (147) -»P) | L9 PTD (R (141) »G) | Virus del desafio
40 (ACT) <07 2,4 +/- 0,36 2,5+/-0,36
L9 (AT) 1,2 +/- 0,21 1,4 +/- 0,15 2,5+/-0,3
12 (protegido A) <07 1,9 +/- 0,15 2,2 +/- 0,54
L1 (protegido ACT) 0,8 +/-0,13 2,3+/-0,2 2,6 +/- 0,23
L12 (AT) 1,3 +/- 0,07 2+/-0,2 >2,8
L5 (ACT) 1,1 +/- 0,07 1,3+/-0,2 2,3 +/-0,07
25 (ACT) <0,7 1,6 +/- 0,07 2,3 +/- 0,07
1.1 (VFA) >4 >4 >4
1.3 (PBS) <0,7 <0,7 <0,7

Se utilizaron poblaciones virales provenientes de 3 pasajes en células RFB. * Los sueros
utilizados en los ensayos de seroneutralizacion provinieron de sangrias post booster. ® Los titulos
seroneutralizantes se calcularon como el Log. de la mayor dilucién de suero capaz de reducir el
numero de placas al 50% y son el promedio de por lo menos 3 determinaciones independientes.
Los ensayos se desarrollaron en células BHK-21.
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Los resultados obtenidos en los experimentos de neutralizacion de las variantes virales
con sueros policlonales provenientes de los bovinos vacunados con péptidos sintéticos se

grafican en la Figura 14.

Figura 14: Representacion grafica de los resultados de neutralizacion de las
variantes virales L9 PTD y 40 PDD con sueros de bovinos vacunados con péptidos
sintéticos

suero 40
suero L9
suero 12
suero L1

suero L12
suero L5
suero 25

suero 1.1
suero 1.3

Titulo seroneutralizante 50%

E0EEEEEEDN

Desafio 40 PDD L9 PTD

Virus

Se grafican los titulos seroneutralizantes 50% de los sueros detallados en la Tabla 16 al
enfrentarlos a las variantes virales L9 PTD y 40 PDD vy al virus utilizado en el desafio viral. La
ausencia de barra de error indica que los valores fueron inferiores® o superiores O a los valores

graficados.
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I1.5.b Pasajes seriados de las variantes virales en presencia de sueros de bovinos
vacunados con péptidos sintéticos

La variacion antigénica en los virus surge como consecuencia de sustituciones
aminoacidicas en los dominios de las proteinas que interaccionan con los componentes
del sistema inmune. Se ha propuesto que la seleccién ejercida por los anticuerpos del
hospedador tiene un papel muy importante en la evolucion del VFA, ya que se
seleccionaron variantes antigénicas del VFA en bovinos persistentemente infectados
(Gebauer y col., 1988) y luego de pasajes en cultivo de tejidos en presencia de suero
policlonal especifico (Carrillo y col., 1989, Rieder Rojas y col., 1992 y Schiappacassi y
col., 1995). Sin embargo, existen evidencias que sugieren que la seleccion de variantes
antigénicas puede ocurrir también en ausencia de presién inmune durante la replicacién
viral (Bolwell y col., 1989, Diez y col., 1989, Borrego y col., 1993).

Con el objetivo de reproducir in vitro el proceso de seleccion de variantes virales en
presencia de presion inmune y evaluar su importancia en la seleccion de las mismas se
realizaron experimentos de pasajes seriados en cultivo de células:

1. Para evaluar si es posible seleccionar in vitro las variantes virales seleccionadas en los
bovinos vacunados, se realizaron 10 pasajes seriados del virus del desafio (proveniente
de 3 pasajes en células RFB) en cultivos primarios de RFB en presencia de
concentraciones subneutralizantes de los sueros de los animales no protegidos de los que
se aislaron las variantes virales. Como control, se efectuaron 10 pasajes seriados del
virus del desafio en presencia de suero no inmune. A partir de los virus recuperados luego
de los pasajes seriados se extrajo ARN total y se determiné la secuencia nucleotidica
promedio correspondiente al sitio antigénico A. En todos los casos las secuencias

correspondieron a las del virus del desafio.

2. El objetivo del siguiente experimento fue analizar las posibles implicancias de la presion
inmune en la selecciéon de las variantes virales. Para ello, se realizaron 10 pasajes
seriados de cada variante viral en presencia o ausencia de concentraciones
subneutralizantes del suero del animal del que se aislaron y se determiné la fijacién de la
mutacion caracteristica, en la poblacién viral recuperada. Estos experimentos se
desarrollaron en la linea celular BHK-21 y en cultivos primarios de RFB debido al
comportamiento diferencial observado anteriormente en los dos tipos celulares (Tabla 14).
Los experimentos de pasajes seriados se iniciaron con las poblaciones virales

provenientes de 3 pasajes en RFB para las variantes que presentaron una secuencia
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nucleotidica promedio homogénea correspondiente a la variante viral (variantes L9 PTD y
40 PDD) y con la poblacion proveniente de 2 pasajes en RFB para la variante 25 PDD.
Las Tablas 17 y 18 muestran las secuencias nucleotidicas promedio correspondientes al
sitio antigénico A y las secuencias aminoacidicas deducidas de las poblaciones virales
recuperadas luego de los pasajes en células RFB y BHK-21, respectivamente.

Todos los virus recuperados luego de los pasajes en células BHK-21 y RFB en ausencia
de presidon inmune presentaron la secuencia del virus del desafio en la regién
correspondiente al sitio antigénico A, lo cual demuestra la ventaja replicativa de este virus
respecto de la de los virus variantes en ambos tipos celulares. No se determiné la
secuencia de las poblaciones virales provenientes de pasajes intermedios por lo que no
es posible determinar a partir de qué pasaje comienza a detectarse la poblacién viral con
la secuencia del virus del desafio. Sin embargo, es posible que este evento ocurra
tempranamente debido a que en los experimentos de amplificacion de las variante virales
en células en cultivo (Punto I1.2 de Resultados) se recuperaron poblaciones virales con la
secuencia del virus del desafio (variantes L12 PTD, 25 PDD y L5 PTI, L(144)->P) o
poblaciones virales heterogéneas con mezcla de virus variante y virus de desafio (variante
40 PDD, L(147)>P) luego de 2 pasajes en células BHK y poblaciones mixtas luego de 3
pasajes en células RFB (variantes 25 PDD y L5 PTI, L(144)—>P).

Cuando se analizaron las poblaciones virales recuperadas luego de 10 pasajes en
presencia de presion inmune, se determiné que los virus 40 PDD y L9 PTD conservaron
sus mutaciones caracteristicas en presencia de sus sueros correspondientes, tanto en
células BHK-21 como en cultivos primarios de RFB. Estos resultados sugieren la
importancia de la presion inmune en la seleccion de estas variantes en los bovinos L9 y
40 y la aparicion de las mismas en las lesiones colectadas en dichos animales.

La poblacion viral recuperada a partir del virus 25 PDD luego de 10 pasajes en ausencia
de presién inmune en células RFB presentd una sustitucion aminoacidica nueva
(L(144)-S) en la misma posicion del sitio A que la de la variante original, lo que sugiere
que la posicion 144 seria muy permisiva a los cambios aminoacidicos. En células BHK, se
recuperd una poblacion viral con la secuencia del virus del desafio.

Cuando las variantes virales L12 PDD y L5 PTD se pasaron en células BHK-21 en
presencia del suero de los animales correspondientes, la secuencia del sitio A de las
poblaciones virales recuperadas fue la correspondiente a la del virus del desafio (datos no

mostrados).
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También se realizaron pasajes de las variantes L12 PTD y 25 PDD en células BHK-21 en
presencia de los sueros 25 y L12, respectivamente. Nuevamente, las poblaciones
recuperadas presentaban la secuencia del virus del desafio en la regién correspondiente
al sitio antigénico A (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que otras presiones
diferentes de la inmune pueden haber intervenido en la seleccién de las variantes
L(144)>P, o bien que las condiciones de presién inmune utilizadas en estos
experimentos no fueron las adecuadas para estas variantes, especialmente teniendo en

cuenta la desventaja replicativa que tienen respecto al virus del desafio.
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T.a_bla 17.: §e9uencia nucleotidica y aminoacidica de la regiéon correspondiente al
sm9 antigenico A de las poblaciones virales recuperadas luego de 10 pasajes
seriados en células RFB en presencia o ausencia de presion inmune
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A partir de las preparaciones virales provenientes de 10 pasajes en células RFB de los virus
variantes y del virus del desafio en presencia de sueros bovinos, se extrajo ARN viral, se amplificé
la regién correpondiente al sitio antigénico A, se determiné la secuencia nucleotidica promedio (A)
y se dedujo la correspondiente secuencia aminoacidica (B). ? Virus variantes que se sometieron a
los pasajes seriados. ® Sueros provenientes de la sangria post booster obtenidos de los animales
de donde se aislaron los virus variantes. no: pasajes virales en ausencia de suero homdlogo, si:
pasajes virales en presencia de suero homdlogo. © Nimero de pasajes de las poblaciones virales
en ausencia o presencia de suero homélogo. * poblacién viral original con la que se inici6 el
experimento. Se indican las sustituciones nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de las poblaciones
virales recuperadas respecto de la secuencia del virus del desafio. T/C indica la presencia de una
banda doble en la posicidon correspondiente
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T.a_bla 18.: §e_cuencia nucleotidica y aminoacidica de la regién correspondiente al
sitio antigénico A de las poblaciones virales recuperadas luego de 10 pasajes

seriados en células BHK-21 en presencia o ausencia de presién inmune
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A partir de las preparaciones virales provenientes de 10 pasajes en presencia o ausencia de suero
homologo en células BHK-21 de los virus variantes y del virus del desafio, se extrajo ARN viral, se
amplifico la region correpondiente al sitio antigénico A, se determiné la secuencia nucleotidica
promedio (A) y se dedujo la correspondiente secuencia aminoacidica (B). ® Virus variantes que se
sometieron a los pasajes seriados. ° Sueros provenientes de la sangria post booster obtenidos de
los animales de donde se aislaron los virus variantes. no: pasajes virales en ausencia de suero
homélogo, si: pasajes virales en presencia de suero homélogo. ¢ Nimero de pasajes de las
poblaciones virales en ausencia o presencia de suero homélogo. * poblacién viral original con la
que se inicio el experimento. Se indican las sustituciones nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de
las poblaciones virales recuperadas respecto de la secuencia del virus del desafio.
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I1.6 Caracterizacion de las variantes virales con un panel de anticuerpos

monoclonales continuos y discontinuos generados contra VFA de serotipo C

I1.6.a Caracterizacion antigénica mediante ensayos de ELISA

Para evaluar si las sustituciones aminoacidicas encontradas en las variantes virales en la
region correspondiente al sitio antigénico A producian cambios en su antigenicidad, se
realizaron ensayos de ELISA donde cantidades equivalentes de cada variante viral se
enfrentaron a un panel de anticuerpos monoclonales (AcM) generados contra virus C
(Tabla 3 Materiales y Métodos). Estos AcM estan dirigidos contra diferentes epitopes
dentro del sitio antigénico A (anticuerpos monoclonales continuos) o contra epitopes
discontinuos presentes en el sitio antigénico D o no mapeados (anticuerpos monoclonales
discontinuos). Los AcM utilizados dirigidos contra el sitio A reconocen epitopes
inmunoquimicamente similares a los reconocidos por AcM generados en huéspedes
naturales (Mateu y col., 1995). Estas observaciones validan la utilizaciéon de AcM para
evaluar la importancia de sustituciones aminoacidicas dentro del sitio A.

Para cada uno de los anticuerpos monoclonales se calcul6 la reactividad relativa de cada
variante viral respecto al virus del desafio (Ri).

Los resultados presentados en la Figura 15 mostraron que la reactividad de la variante
viral L9 PTD (R (141) -»G) fue similar a la del virus del desafio para todos los AcM
continuos y discontinuos evaluados. La alta conservacion del triplete RGD en los
diferentes aislamientos de VFA sugiere que esta region es importante desde el punto de
vista funcional interviniendo en la unién de la particula viral a la célula susceptible. Sin
embargo, los perfiles de reactividad obtenidos con AcM sugieren que el triplete RGD no
es importante en la antigenicidad de la particula viral.

La sustitucién L(147)—P fue responsable de la pérdida de reactividad de la variante viral
40 PDD frente al AcM 7JD1 y a la disminucién de la reactividad frente a los anticuerpos
7FC12, 7CA8, 7CA11 y 7TEES, todos ellos dirigidos contra epitopes del sitio antigénico A.
El comportamiento de esta variante viral fue similar a la del virus del desafio cuando se
utilizaron AcM dirigidos contra epitopes discontinuos lo cual indica que las variaciones en
el sitio antigénico A no producen modificaciones sobre el sitio antigénico D.

Las variantes virales L12 PTD y 25 PDD que presentan la sustitucion L(144)->P
mostraron disminucion en la reactividad frente a los AcM 7AB5 y 7JD1 y pérdida de
reactividad frente al AcM 7FC12, todos ellos dirigidos contra el sitio antigénico A. Los
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perfiles de reactividad de estas variantes frente a AcM discontinuos fue similar a la del
virus del desafio excepto para el AcM 1BH8 con el que se observé una disminucion de la
reactividad. Este AcM no se ha mapeado y presenta sensibilidad al tratamiento con
tripsina, lo que indica que reconoceria la regién del sitio antigénico A de la proteina VP1
que es clivada con tripsina (Wild y col., 1967).

Para estos ensayos se utilizaron preparaciones virales obtenidas por 3 pasajes sucesivos
en células RFB de las variantes L9 PTD, 40 PDD y L12 PTD y preparaciones virales
provenientes de 2 pasajes en RFB de la variante 25 PDD. En todos los casos se
corrobor6 la homogeneidad de la poblaciones virales utilizadas por secuenciacion de la
regién correspondiente al sitio antigénico A. La variante viral L5 PTI no se incluy6 en estos
experimentos porque no se dispuso de poblaciones homogéneas de la misma.

En ningin caso se observé ganancia de reactividad de alguno de los virus variantes
respecto del virus del desafio con los AcM analizados. Tampoco hubo ganancia de
reactividad de los virus variantes con AcM que no reaccionan con el virus del desafio
(AcM discontinuos 4D7 y 8E8 y AcM 7JA1 dingido contra el sitio C, datos no mostrados).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15.

I1.6.b Caracterizacion antigénica mediante ensayos de neutralizacion de la
infectividad viral

Con el fin de evaluar el efecto de las sustituciones aminoacidicas L(147)>P y R(141)->G
en la neutralizacién de la infectividad viral, se compararon las reactividades de las
variantes virales L9 PTD y 40 PDD vy del virus del desafio en ensayos de neutralizacién de
la infectividad con un panel de 18 AcM neutralizantes generados contra VFA de serotipo
C. Se determiné el titulo neutralizante 50% de cada AcM para los virus variantes y para el
virus del desafio y se calcularon las correspondientes reactividades relativas (Ri) de las
variantes 40 PDD y L9 PTD respecto del virus del desafio (Figura 16).

La sustitucion L(147)—P presente en la variante 40 PDD fue responsable de la pérdida de
reactividad con 5 de los 6 AcM evaluados dirigidos contra epitopes continuos (7JD1,
7FC12, 7CA8, 7CA11 y 7EE6), en tanto que la sustitucion R(141)—>G, presente en la
variante L9 PTD sélo afect6 el reconocimiento del AcM 7ABS5, cuya reactividad no se vié
afectada con la variante 40 PDD. Estos resultados conjuntamente con las reactividades
determinadas mediante ensayos de ELISA, sugieren que las sustituciones L(147)-P y

R(141) -G se encuentran en dos epitopes independientes dentro del sitio A.
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Al igual que en los ensayos de ELISA, no se observaron diferencias en la reactividad de
las variantes virales y el virus del desafio con el panel de AcM neutralizantes dirigidos
contra epitopes discontinuos ni se observé ganancia de reactividad de las variantes
virales cuando se utilizaron AcM que no neutralizan al virus C3 Arg85 (AcM 7CH1, 7AH1,
SD6, 3G11, 2E5, 4D7, datos no mostrados).

En general, se encontré una buena correlacién cuando se compararon las reactividades
de las variantes virales L9 PTD y 40 PDD en los ensayos de ELISA y de neutralizacion de
la infectividad con el panel de AcM utilizados. Los AcM que mostraron una disminucién
(TFC12, 7CA8, 7CA11 y 7EEB) o pérdida de reactividad (7JD1) frente a la variante 40
PDD en ensayos de ELISA fueron incapaces de neutralizar la infectividad de esta variante
viral. Sin embargo, a pesar de que la reactividad del AcM 7AB5 es la misma con la
variante L9 PTD (R(141)-G) que con el virus del desafio en ensayos de ELISA, se
observé una disminucién de la reactividad en la variante L9 PTD con este AcM en
ensayos de neutralizacion. Esta diferencia puede deberse a que la sustitucion R(141)-G
no impide la unién de 7AB5 pero afecta su capacidad neutralizante. Ademas, el virus C2
Pando Uruguay 44, que presenta la misma secuencia variante que el virus L9 PTD
(RGGD), muestra una pérdida de reactividad frente al AcM 7AB5 pero reacciona
eficientemente con los AcM 7CA11, 7CA8, 7JD1, 7TFC12, 7TAH1 y 7TEES, el mismo perfil de
reactividad observado para la variante L9PTD (Martinez y col., 1991, Mateu y col., 1994).
Estos resultados correlacionan con los observados en los ensayos de neutralizacion de la
variante LOPTD con sueros policlonales generados en animales vacunados con péptidos
sintéticos (Punto 11.5.a de Resultados), en los que los diferentes sueros policlonales

neutralizaron esta variante con titulos altos o intermedios.
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Figura 15: Caracterizacion de las variantes virales en ensayos de ELISA con
anticuerpos monoclonales

Virus 2 Secuencia Sitio antigénico A ® Anticuerpos Monoclonales ©
Continuos Discontinuos
| [ 2 |
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Cantidades semejantes de las preparaciones de virus variantes se enfrentaron a un panel de
anticuerpos monoclonales en ensayos de ELISA. ? Los virus variantes utilizados en estos ensayos
provienen de 3 pasajes en células RFB, excepto el virus 25 PDD que provino de 2 paajes en
células RFB. ® Se detalla la secuencia del sitio antigénico A del virus utilizado en el desafio de
bovinos y se indican las sustituciones aminoacidicas de los virus variantes. © Los anticuerpos
monoclonales fueron inducidos por virus de serotipo C. Continuos: reconocen epitopes
secuenciales dentro del sitio antigénico A. Discontinuos: reconocen epitopes no secuenciales. *
indica anticuerpos monoclonales no mapeados.# Anticuerpo monoclonal sensible al tratamiento
con tripsina. Las reactividades relativas se calcularon como se describe en Materiales y Métodos
(Punto 16).

B Reactividad positiva (Ri>0,1), Ml Reactividad intermedia (0,01< Ri< 0,1), Reactividad débil
(0,001<Ri< 0,01) y [J Reactividad negativa (Ri<0,001). Los resultados son representativos de 2
ensayos independientes.
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Fig_ura 16: Caracterizacion de las variantes virales en ensayos de neutralizacion de
la infectividad viral con anticuerpos monoclonales
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Aproximadamente 100 ufp de los virus variantes se enfrentaron a un panel de anticuerpos
monoclonales en ensayos de neutralizacion de la infectividad viral, se calcularon los titulos
seroneutralizantes 50% de cada anticuerpo monoclonal para cada variante viral y se determinaron
las reactividades relativas de los virus variantes respecto del virus del desafio, como se detalla en
Materiales y Métodos. ? Los virus variantes utilizados en los ensayos provienen de 3 pasajes en
células RFB. ° Se detalla la secuencia del sitio antigénico A del virus utilizado en el desafio de
bovinos y se indican las sustituciones aminoacidicas de los virus variantes. © Los anticuerpos
monoclonales fueron inducidos por virus de serotipo C. Continuos: reconocen epitopes
secuenciales dentro del sitio antigénico A. Discontinuos: reconocen epitopes no secuenciales. #
Anticuerpo monoclonal sensible al tratamiento con tripsina.

B Reactividad positiva (Ri>0,1),l Reactividad intermedia (0,01< Ri< 0,1), l Reactividad débil
(0,001<Ri< 0,01) y(J Reactividad negativa (Ri<0,001). Los resultados son representativos de 2
ensayos independientes.

El conjunto de resultados obtenidos mediante la utilizacién de AcM en ensayos de ELISA
y de neutralizacion de la infectividad viral permitié identificar un grupo de AcM (7CA8,
7CA11 y 7EE6) que interaccionan con un epitope que involucra la posicion 147, otro
grupo de AcM (7FC12 y 7JD1) que reconocen un epitope que incluye las posiciones 144 y
147 y el AcM 7AB5 que reconoce un epitope que involucra las posiciones 141 y 144 del
sitio antigénico A.

De los resultados mostrados se desprende que una uUnica sustitucion aminoacidica
(L(147)>P) en el sitio antigénico A puede tener un efecto muy importante en la
antigenicidad del VFA y afectar varios epitopes involucrados en la neutralizaciéon de la
infectividad viral. Estos resultados correlacionan con los obtenidos al enfrentar la variante
40 PDD con sueros policlonales provenientes de animales vacunados con péptidos

sintéticos (Punto 11.5.a de Resultados).
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I. La vacunacion con péptidos sintéticos

Las vacunas convencionales contra el VFA, producidas por inactivaciéon quimica de virus
crecido en cultivos celulares o en epitelio lingual bovino (Barteling y Vreeswijk, 1991), han
demostrado ser eficientes en el control y erradicacion de la FA. Sin embargo, en paises
donde se ha controlado la enfermedad y estan en etapa de erradicacion, el uso de dichas
vacunas presenta serias desventajas relacionadas con el riesgo de reintroduccion de la
enfermedad por manipulaciéon de virus infeccioso en la produccion de vacunas o por
inactivaciéon incompleta del antigeno. Estos problemas fueron relacionados con la
aparicion de brotes en Europa durante la década del 80 (Beck y Strohmaier, 1987).

Estas y otras desvantajas asociadas a las vacunas convencionales han llevado a la
busqueda de vacunas alternativas mas seguras y eficaces que reemplacen a las vacunas
inactivadas. Una de estas alternativas es la utilizacion de péptidos sintéticos.

Existen varias razones que muestran el potencial de los péptidos sintéticos como
vacunas: su composicion quimica definida y simplicidad, su alta estabilidad y la capacidad
de estimular una respuesta inmune especifica mediante la eleccién e incorporacién de
epitopes adecuados. Ademas, se han desarrollado con éxito vacunas peptidicas contra el
parvovirus canino y el virus de la enteritis del vison, capaces de inducir una respuesta
protectiva en el huésped natural luego del desafio con virus infectivo (Langeveld y col.,
1994, Langeveld y col., 1995).

Para que los péptidos sintéticos actien como inmunégenos efectivos es necesario que
contengan epitopes de reconocimiento de linfocitos B apropiados para la induccién de
anticuerpos y sitios de reconocimiento para células T capaces de activar linfocitos T
colaboradores y estimular células de memoria que provean una repuesta inmune de larga
duracién. Por esta razon, el disefio adecuado en la composicion de epitopes a incluirse en
las vacunas peptidicas es uno de los problemas mas importantes a resolver, e involucra la
identificacién de las secuencias aminoacidicas capaces de promover una respuesta
inmune protectiva.

Si bien diferentes grupos de investigacion demostraron que la inmunizacién de animales
de experimentacioén con péptidos sintéticos derivados del VFA induce altos niveles de
anticuerpos neutralizantes y proteccion frente al desafio viral (Bittle y col., 1982, Doel y
col., 1988, Doel y col., 1990, Doel y col., 1992, Zamorano y col., 1994, Zamorano y col.,
1995), los primeros experimentos exitosos de proteccion de bovinos fueron los reportados
por DiMarchi y colaboradores (1986). En estos experimentos se utilizé un péptido de 40
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aminoacidos que incluia las regiones 141-158 y 200-213 de la proteina VP1 del VFA O1
Kaufbeuren, unidas por un espaciador de prolinas y con el agregado de cisteinas
terminales (Cys-Cys-200-213-Pro-Pro-Ser-141-158-Pro-Cys-Gly). Los autores
especularon que el agregado de estos residuos, ademas de aumentar el tamafio del
péptido, permitiria la interaccién de los dos sitios mediante la adopcion de una estructura
secundaria semejante a la que ocurre en la particula viral. Las cisteinas terminales
podrian permitir la polimerizacién de las moleculas y la posible adopcion de estructuras

ciclicas que eliminarian la necesidad de una proteina carrier.

Debido a los altos costos inherentes a evaluar vacunas contra el VFA en sus huéspedes
naturales, la mayor parte de los experimentos de vacunaciéon con péptidos sintéticos fue
desarrollada en animales de experimentacion y los resultados mostraron que los péptidos
sintéticos son efectivos en despertar una respuesta inmune protectiva. Sin embargo, los
escasos experimentos de vacunacién de bovinos y porcinos con péptidos sintéticos fueron
menos concluyentes. Ademas, los estudios de inmunogenicidad de péptidos sintéticos en
los huéspedes naturales fueron desarrollados con un bajo niumero de animales y los
péptidos utilizados contenian regiones de VP1 reconocidas principalmente como epitopes
fuertes para células B.

Por esta razon, el objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar y caracterizar la respuesta
inmune y la proteccion al desafio viral inducida por inmunizacién de bovinos con péptidos
sintéticos simples y mas complejos, que incluyen epitopes para células B y T del VFA C3
Argentina 85. Para ello, se analizaron diferentes condiciones de inmunizacion como la
dosis de péptido inoculada, la variaciéon en los tiempos de inoculacion y el efecto de
aplicar una dosis refuerzo, en un numero muy grande de bovinos (138 bovinos en total),

con el objeto de dar consistencia a los resultados presentados.

1.1 Evaluaciéon de la proteccion conferida a bovinos por péptidos sintéticos que
representan secuencias del VFA C3 Argentina 85.

Al igual que en las vacunas convencionales contra el VFA, la respuesta inducida por
péptidos sintéticos libres esta influenciada por el adyuvante que se utilice en la
formulacién de las vacunas (Francis y col., 1987). Las vacunas peptidicas utilizadas en
estos experimentos fueron formuladas en el adyuvante oleoso que se utiliza en las
vacunas convencionales e inoculadas por via subcutanea. En cambio, los resultados de

proteccion de bovinos reportados por DiMarchi y colaboradores (1986) se obtuvieron con
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vacunas peptidicas emulsionadas en adyuvante completo de Freund, que es un
inmunomodulador muy fuerte cuyo uso no estad aceptado para las vacunas
convencionales.

En las condiciones experimentales utilizadas durante el desarrollo del presente trabajo,
todos los péptidos sintéticos evaluados (Tabla 1 de Materiales y Métodos) fueron capaces
de inducir en bovinos una respuesta especifica de anticuerpos neutralizantes y proteccion
frente al desafio con virus homologo (Tablas 6 a 10 de Resultados).

En todos los experimentos de vacunacion en los que se evalud proteccion al desafio se
inocularon con los distintos péptidos sintéticos un total de 90 bovinos, de los cuales un
29% resulto protegido frente al desafio con 10.000 dosis infectivas 50% ratén lactante de
virus homologo inoculadas por via intradermolingual (Figura 6 de Resultados). Los
bovinos control vacunados con virus inactivado quimicamente alcanzaron niveles de
proteccion mayores al 90%. Los mayores niveles de proteccion se alcanzaron con el
péptido ACT (39%) seguido por el péptido AT (28%), AC (25%) y por ultimo el péptido A
(23%) (Figura 6). Sin embargo, los niveles de proteccién conferidos por cada uno de los
péptidos sintéticos fueron variables en los diferentes experimentos (Tabla 11). En una
experiencia, el péptido ACT protegi6é al 60% de los bovinos inmunizados (Tabla 9 y 11)
mientras que en otra sélo protegié al 256% (Tabla 7 y 11). En todos los experimentos
descriptos, el desafio viral se realizé por inoculacién intradermolingual de 10.000
DIRL50% como exigen las pruebas de potencia de las vacunas convencionales antiaftosa
en la Argentina (Barteling y Vreeswijk 1991).

Si bien los expenmentos de DiMarchi y colaboradores (1986) demostraron que las
vacunas peptidicas son capaces de proteger bovinos frente al desafio con VFA O1K el
namero limitado de animales utilizado en esos experimentos (12 bovinos) no permite
sacar conclusiones sobre la eficacia de las vacunas peptidicas contra el VFA. Los
resultados presentados en esta tesis constituyen el primer estudio de la inmunogenicidad
de vacunas peptidicas contra VFA de serotipo C3 utilizando un alto nimero de bovinos

que permite extraer conclusiones consistentes.

1.2 Efecto de diferentes condiciones de inmunizacion en la respuesta inmune y

proteccion conferida por péptidos sintéticos
Para evaluar el efecto de la dosis de péptido en la respuesta inmune y en los niveles de

proteccion alcanzados, se inmunizaron bovinos con 1 mg 6 0,1 mg de péptido A o
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cantidades equimolares de los péptidos AC, AT o ACT (Tablas 6 y 7). En general, no se
observé un efecto dosis-respuesta importante.

DiMarchi y colaboradores (1986) mostraron una relacién directa entre la dosis utilizada y
los niveles de protecciéon alcanzados en bovinos luego de una unica inoculacién de
péptidos con secuencias del serotipo O. En las experiencias descriptas en esta tesis la
proteccion frente al desafio se evalué luego de que los animales recibieran una dosis
refuerzo. Ademas, experimentos de vacunacion de cobayos con péptidos sintéticos de la
forma Cys-Cys-(VFA aa200-213) Pro-Pro-Ser-(VFA aa141-158) Pro-Cys-Gly con las
secuencias correspondientes a los serotipos A, O y C (Doel y col., 1990), mostraron que
la proteccién frente al desafio con virus del serotipo C es mas dificil de alcanzar que con
virus de los serotipos A y O. Esta podria ser una de las razones por las los niveles de
proteccion obtenidos al vacunar bovinos con dos inoculaciones de péptido AC del serotipo
O (DiMarchi y col., 1996) fueron mayores que los obtenidos en este trabajo (Tabla 7).
Como ya se menciond, en todos los experimentos de vacunacién descriptos en este
trabajo, los bovinos recibieron una dosis refuerzo o booster y para todos los péptidos
utilizados se observé una tendencia al aumento de los titulos seroneutralizantes luego del
booster. Este efecto fue menos importante en los bovinos vacunados con péptido A. Con
excepcion del péptido A e independientemente de la dosis de péptido, cuando los titulos
seroneutralizantes luego de la primovacunacién fueron bajos el efecto booster fue mayor.
Estos resultados sugieren que el efecto de la dosis se “enmascara” cuando los bovinos
reciben una segunda inoculacién. Resultados similares se desprenden de los
experimentos de DiMarchi y colaboradores (1986) donde los bovinos que fueron
revacunados resultaron protegidos con dosis de péptido que no confirieron proteccion en
ausencia de booster.

Al evaluar el efecto de las modificaciones en los tiempos de vacunaciéon y desafio se
observé una tendencia del péptido A a inducir titulos seroneutralizantes y niveles de
proteccion mayores cuando el intervalo de tiempo entre la primera vacunacién y el booster
y entre el booster y el desafio fue mayor (Tablas 6, 7 y 10 y Figura 5). En cambio, la
respuesta inmune inducida por el péptido mas complejo ACT fue menos afectada por la
variacion en los esquemas de vacunacion, especialmente en los niveles de anticuerpos
neutralizantes (Tabla 11). Es posible que estos resultados se deban a que en esta
construccion peptidica se encuentre representado un espectro mayor de epitopes By T
del VFA.
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1.3 Relacion entre los titulos de anticuerpos neutralizantes y la proteccion al desafio
En bovinos inmunizados con vacuna clasica (virus inactivado) se observa una buena
correlacion entre los titulos de anticuerpos neutralizantes determinados en ensayos in
vitro y los niveles de proteccién frente al desafio (Van Bekkum, 1969, Sutmoller y Vieira,
1980). Sin embargo, en los experimentos desarrollados en esta tesis no fue posible
establecer esta correlacion en bovinos vacunados con los péptidos sintéticos A, AT, AC o
ACT y posteriormente desafiados. Si bien la mayoria de los bovinos protegidos frente al
desafio presentaron altos titulos de anticuerpos neutralizantes, una fraccién de los
animales con titulos de anticuerpos neutralizantes similares no resulté protegida frente al
desafio viral (Tablas 7 a 10). Estos resultados indican que los titulos de anticuerpos
neutralizantes en animales vacunados con péptidos sintéticos no permiten predecir el
grado de proteccion y coinciden con los resultados reportados por DiMarchi y
colaboradores (1986). Estos resultados sugieren que una gran proporcién de los
anticuerpos generados en respuesta a los péptidos sintéticos, que son capaces de
neutralizar virus infectivo in vitro, son incapaces de detener la infeccién viral in vivo,
situaciéon que se evidencié también en los datos provenientes de las pruebas de potencia
de las vacunas convencionales en las que un nimero variable de bovinos que presentaba
titulos seroneutralizantes bajos resultaba protegido mientras que otros con altos titulos
seroneutralizantes resultaban suceptibles (Collen, 1994). Estos resultados confirman que
la neutralizacion de la infectividad viral medida in vitro representa sélo parcialmente los

mecanismos de inmunidad que confieren proteccion.

1.4 Relacion entre la dosis protectiva 50% en raton lactante y la proteccion al
desafio

Se ha reportado que los ensayos de inmunizacién pasiva en ratén lactante correlacionan
mejor con la proteccion que los titulos seroneutralizantes cuando se vacunan bovinos con
péptidos sintéticos (Mulcahy y col., 1991), ya que los ensayos de neutralizacion son
selectivos para un tipo particular de anticuerpos mientras que la poblacion de anticuerpos
activa in vivo es mas heterogénea. Utilizando estos ensayos se observd que a
concentraciones de AcM incapaces de neutralizar la infectividad viral in vitro , se podian
proteger ratones lactantes por inmunizacion pasiva y que para ello era indispensable la
presencia de la porcion Fc de los anticuerpos, en tanto que la misma es redundante en
ensayos de neutralizacion in vitro (McCullough y col., 1986, 1988). Estos resultados

sugieren que la eliminacion del virus es mediada por anticuerpos a traves de la unién de
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los complejos antigeno-anticuerpo con receptores para Fc presentes en las células del
sistema reticulo endotelial.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se determind la dosis protectiva 50% en raton
lactante (DPRL 50%) en los sueros post booster de algunos bovinos, a fin de relacionar la
proteccién con los anticuerpos protectivos en ratén lactante. Los animales vacunados con
los péptidos A y AT que resultaron protegidos frente al desafio viral presentaron valores
variables de DPRL 50%, mientras que todos los bovinos vacunados con el péptido ACT y
protegidos presentaron valores altos de DPRL 50% (>4,8). Sin embargo, un bovino con
valores similares de DPRL 50% no result6é protegido (Tabla 8), pero es el animal del que
se aisl6 la variante viral con la sustitucion L (147)—>P (Punto I1.3 de Discusion). Estos
resultados muestran la imposibilidad de correlacionar la DPRL 50% con la protecciéon de
bovinos vacunados con los péptidos sintéticos A y AT. Sin embargo, este parametro
inmunolégico fue el que mejor correlacion mostré con proteccion en los bovinos
vacunados con péptido ACT. Estos resultados coincidirian parcialmente con los
reportados por Mulcahy y colaboradores (1991), que utilizaron un péptido sintético similar

al AC y con virus de los serotipos Ay O.

1.5 Relacion entre las subclases de IgG y la proteccion al desafio

Existen evidencias que sugieren que la proteccion frente al desafio viral estaria
relacionada con la subclase de IgG inducida y que la capacidad protectiva de los
diferentes isotipos depende de su actividad funcional y de su interaccion con células del
sistema inmune (Mulcahy y col., 1990, 1991). Estos autores mostraron que los perfiles de
IgG1 e IgG2 presentes en los sueros de bovinos inmunizados con virus vivo 0 con
vacunas a virus inactivado diferian significativamente de los inducidos por las vacunas
peptidicas. Propusieron que el efecto de la induccién de anticuerpos de un isotipo
inadecuado para mediar opsonizacion o fagocitosis podia ser negativo o positivo
dependiendo de que estos anticuerpos bloquearan la replicacién viral o interfirieran en el
acceso de los anticuerpos eficaces para la eliminacion del virus.

A pesar de estos antecedentes, la falta de correlacién entre el nivel de anticuerpos
neutralizantes y la proteccion, no pudo explicarse por las diferencias en los niveles de

IgG1 e IgG2 de los sueros de los bovinos inoculados con péptido sintéticos.

132



V. Discusion

En general, los mayores niveles de proteccion fueron obtenidos con el péptido mas
complejo ACT. Esto podria sugerir que cuanto mas complejo es el péptido, mejor es la
respuesta inmune que es capaz de inducir. Sin embargo, Doel y colaboradores (1988)
mostraron que a pesar de que un peéptido que incluia los epitopes 200-213 y 140-160 de
la proteina VP1 del serotipo O resulté mas protectivo que los péptidos que representaban
los sitios antigénicos en forma independiente, un péptidos de 80 aminoacidos que incluia
las regiones 200-213 y 140-160 (aminoacidos 134-213) fue menos efectivo. Estos
resultados sugieren que los péptidos sintéticos pueden adoptar conformaciones que
difieren de las de la particula viral entera y que su eficiencia no depende simplemente del
tamano del péptido. Por el contrario, péptidos muy largos pueden ocultar los epitopes

importantes para despertar una respuesta inmune humoral adecuada.

Actualmente no existen suficientes evidencias para determinar por qué la respuesta
humoral inducida por péptidos sintéticos en bovinos es menos efectiva que la respuesta
inmune inducida por el virus entero. Es posible que otros sitios antigénicos no
representados en los péptidos utilizados sean necesarios para inducir una respuesta
inmune mas eficiente. De hecho, mutaciones en el sitio antigénico D mostraron tener un
efecto muy drastico en la antigenicidad de virus del serotipo C (Feigelstock y col., 1992,
Mateu y col., 1994).

Otra posibilidad es que el repertorio de anticuerpos inducido por las particulas enteras de
VFA sea diferente al inducido por un péptido sintético. En este sentido, Francis y
colaboradores (1988) mostraron que un péptido sintético representando la secuencia 140-
160 de la proteina VP1 del VFA serotipo O1K era capaz de inducir memoria inmunolégica
frente a la revacunacion con el péptido pero no frente al virus entero. Ademas, Meloen y
colaboradores (1989) demostraron que de los sueros generados en cobayos contra un
péptido sintético que representa la region 133-160 de la proteina VP1 del VFA de serotipo
A10, sélo un 10 a 30% de los anticuerpos reaccionan con el virus entero.

Otra explicacion posible podria ser que los bajos niveles de proteccién conferidos por
vacunas peptidicas en bovinos se deba a la especificidad de los anticuerpos inducidos.
Sin embargo, la especificidad de los anticuerpos inducidos en bovinos y en cobayos es
indistinguible, a pesar de que los cobayos se protegen mas faciimente que los bovinos
(Doel y col., 1992). Mas aun, a pesar de que en las vacunas peptidicas no estan

representados todos los epitopes presentes en la particula viral entera, el péptido sintetico
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utilizado por DiMarchi y colaboradores (1986) indujo una respuesta inmune heterotipica
en bovinos y cobayos (Doel y col., 1990).

También es posible que los anticuerpos inducidos por las vacunas peptidicas tengan
menor afinidad por el virus que aquellos inducidos por la particula viral entera, ya que sélo
los anticuerpos de alta afinidad son capaces de proteger ratones por inmunizacion pasiva
mientras que los anticuerpos de baja afinidad sélo serian capaces de neutralizar al virus in
vitro ((McCullough y col., 1986).

1.6 Relacion entre los indices de linfoproliferacion y la proteccion frente al desafio
Existen numerosas evidencias que indican que la proteccion contra el VFA depende de
que la activacion de las células T sea efectiva y que el antigeno sea bien presentado al
sistema inmune. Los bajos niveles de proteccién alcanzados con vacunas peptidicas
podrian estar relacionados con las restricciones impuesta por los genes del CMH vy los
péptidos sintéticos serian inmunogénicos sélo en aquellos animales cuyos alelos del CMH
fueran capaces de presentarios eficientemente.

Francis y colaboradores (1987) demostraron que la restriccion genética en ratones no
respondedores a la inmunizacién con un péptido que representaba la regién 140-160 de la
proteina VP1, podia superarse mediante la adicion de epitopes foraneos para células T.
Posteriormente, también fue posible determinar que la incapacidad de los bovinos de
responder a un péptido determinado podia superarse mediante el agregado de epitopes
para células T presentes en el VFA. Collen y colaboradores (1991), identificaron un
epitope para células T situado entre los residuos 21 y 40 de la proteina VP1 del VFA O1
Kaufbeuren y determinaron que la respuesta inducida era de tipo T cooperadora. El
epitope T descripto por Collen es el que se incluyd en los péptidos sintéticos descriptos en
la Tabla 1 (Materiales y Métodos). En los experimentos de vacunacién descriptos en este
trabajo se observé una alta variacion individual en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes y en la proteccion. Los péptidos AT y especialmente ACT indujeron los
mayores titulos de anticuerpos neutralizantes promedio post booster, en tanto que la
inmunizacion con el péptido A indujo titulos de anticuerpos neutralizantes mas bajos y
variables a lo largo de los diferentes experimentos de vacunacion (Tabla 11). Estos
resultados sugieren que la adiciéon de epitopes T fuertes en las contrucciones peptidicas
mejora la respuesta inmune humoral inducida.

Cuando se evaluaron los indices de estimulacién de las células mononucleares de sangre

periférica obtenidas en las sangrias post booster se observé que los linfocitos
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provenientes de la mayoria de los animales que resultaron protegidos frente al desafio
viral proliferaron en respuesta al VFA entero. Sin embargo, algunos animales que
presentaron indices de estimulacion positivos no resultaron protegidos frente al desafio
viral (Tablas 7 y 8). La inclusion del epitope T en las construcciones peptidicas mostro ser
efectiva en inducir una respuesta proliferativa, ya que de los animales evaluados, solo 3/9
animales vacunados con péptido A y 3/12 animales vacunados con péptido AC
presentaron indices de estimulacion positivos frente al virus entero, en tanto que el
numero de animales vacunados con los péptidos AT y ACT que presentaron indices de
estimulacién positivo fue mayor (8/13 y 7/11, respectivamente, Tablas 6, 7 y 8). La
proliferacién de los linfocitos de algunos de los animales vacunados con péptido A frente
al virus entero contradice los resultados reportados por Van Lierop y colaboradores
(1995). Estos autores mostraron que los linfocitos de animales inmunizados con un
péptido que representaba las secuencias 140-160 de la proteina VP1 del VFA de serotipo
A eran incapaces de proliferar en respuesta al virus entero. Sin embargo, esta
discrepancia puede deberse a multiples causas, tanto inherentes al virus (diferencias en la
secuencia aminoacidica de esta region entre los virus del serotipo A y C) como al
huésped (diferentes haplotipos del CMH o a las razas de bovinos utilizadas). Estos
resultados sugieren que no soélo los péptidos AT y ACT sino también los péptidos Ay AC
contienen epitopes para células T, pero éstos no serian eficaces para inducir altos niveles
de proteccién. Por esta razén, es necesario realizar un diseno adecuado en cuanto a la
combinacién y orientacion de epitopes para células B y T en las vacunas peptidicas. En
este sentido, Partidos y colaboradores (1991), mediante inoculacién de ratones con
péptidos sintéticos representando secuencias del virus del sarampién demostraron que si
el epitope para células T estaba localizado en la region carboxilo terminal respecto del

epitope B, se inducian anticuerpos especificos contra el epitope T y no para el epitope B.

En conjunto, los resultados presentados muestran que todos los péptidos sintéticos
evaluados fueron capaces de inducir una respuesta inmune especifica y protectiva en
bovinos. Sin embargo, no fue posible establecer una correlacién directa entre la
proteccién conferida por las diferentes construcciones peptidicas utilizadas y los
parametros inmunolégicos estudiados.
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1.7 Influencia de la composicion de alelos del exén Ii del gen DRB3 de clase |l de la
poblacién de bovinos en la respuesta inmune inducida por péptidos sintéticos

La baja eficacia de las vacunas peptidicas evidenciada a través de los diferentes
parametros inmunes evaluados en este trabajo, puede deberse a la gran variacion
individual en la respuesta inmune. Es de esperar que las variaciones en la respuesta
inmune individual de los bovinos aumenten cuando se incluye en las vacunas un
repertorio mas limitado de epitopes para células B y T. Esto se debe a que el polimorfismo
de los genes del CMH clase Il puede afectar el reconocimiento de los epitopes
individuales. En consecuencia, las vacunas peptidicas deberian disefiarse de manera que
incluyan epitopes B adecuados y especialmente epitopes T, que fueran reconocidos por
todos los haplotipos del CMH clase Il.

La tipificacion de los antigenos del CMH clase || de bovinos inmunizados con el péptido
sintético utilizado por DiMarchi y colaboradores (1986) mediante la utilizacion de la técnica
de isoelectroenfoque unidimensional, demostré que la especificidad y magnitud de la
respuesta T estaba restringida por los alelos del CMH calse Il (Glass y col., 1991). Van
Lierop y colaboradores (1995) mostraron una clara correlacion entre los haplotipos del
CMH clase Il y la respuesta a un péptido particular.

Para evaluar el rol de los genes del CMH clase |l bovino en la respuesta individual
observada en los animales vacunados con péptidos sintéticos, se analiz6 el polimorfismo
del ex6n 2 del gen DRB3. No se observé correlacion entre la composicion de alelos del
locus DRB3 y la proteccién conferida por los péptidos sintéticos o los titulos neutralizantes
(Tabla 12 y Figura 8). Sin embargo, los alelos 24 y 3701 se encontraron sélamente en
animales que resultaron protegidos frente al desafio. Ademas, se observé la presencia
diferencial de los alelos 12 y 18 en animales que resultaron suceptibles frente al desafio y
fueron los alelos mas frecuentes en la poblacién de bovinos utilizados en las diferentes
experiencias de vacunaciéon. Mas aun, los 3 animales homocigotas para el alelo 12
(animales 861, 863 y 869) vacunados con péptido A resultaron suceptibles al desafio.
Estos resultados sugieren que este alelo seria ineficiente para presentar al péptido A.

Los resultados provenientes de la tipificacién de haplotipos del CMH clase Il muestran una
gran heterogeneidad en la composicién de alelos del gen DRB3 en la poblacién de
bovinos utilizada en las experiencias de vacunaciéon, que puede explicar la alta variacién
en la respuesta inmune observada. Estos resultados sugieren que los epitopes T
presentes en las péptidos sintéticos utilizados no son reconocidos por todos los haplotipos

presentes en una poblacién de bovinos elegida al azar. Ademas, es posible que parte de
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la variacién individual observada se deba a restricciones impuestas por otros genes del

CMH clase Il, que intervengan en la presentacion de epitopes del VFA.

El hecho de que aun no haya sido posible desarrollar una vacuna eficaz basada en el uso
de péptidos sintéticos contra el VFA sugiere que se conoce mas acerca de la estructura
antigénica del virus que de la induccién, regulacion y de los mecanismos de la respuesta

inmune en los huéspedes naturales.
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II. Mutantes de escape aisladas de bovinos vacunados con péptidos
sintéticos

Los virus cuyo genoma esta compuesto de ARN, como el VFA, son altamente
heterogéneos y existen en una distribucién compleja y dinamica de genomas relacionados
pero no idénticos denominada cuasiespecies (Domingo y col., 1978). Durante la
replicacion, constantemente se generan genomas mutantes que son sometidos a un
proceso de seleccién y competencia. La mayoria se mantienen en bajas frecuencias y
algunos son eliminados. La presencia de este reservorio dinamico de mutantes es
importante en la adaptabillidad del virus y explica las dificultades en el disefio de vacunas
efectivas (Domingo y col., 1994).

Al problema derivado de la representacion de un numero limitado de epitopes en las
vacunas pepticas se suma la heterogeneidad genética extrema de los virus a ARN que
hace aun mas complicado el disefio de vacunas peptidicas contra virus a ARN. Los
anticuerpos inducidos por el repertorio de epitopes representado en las vacunas
peptidicas pueden permitir el escape de mutantes virales y ser ineficientes en detener la
infeccién. Sin embargo, es posible especular que la inclusién en las vacunas peptidicas
de epitopes presentes en diferentes sitios antigénicos de los virus a ARN permitiria
conferir protecciéon, debido a que el numero de mutantes de escape seria lo
suficientemente bajo como para no poder sostener una infeccién viral. Esto explicaria los
altos niveles de proteccion conferidos por las vacunas convencionales contra el VFA, en
las que estan representados todos los sitios antigénicos.

En este trabajo se analizaron 29 lesiones provenientes de 14 bovinos vacunados con
peptidos sintéticos que no se protegieron frente al desafio con virus infectivo, y en 12 de
ellas se aislaron poblaciones virales con sustituciones aminoacidicas unicas en la regién
correspondiente al sitio antigénico A (Tabla 13). Una sustitucién, R(141)—G, afecté al
motivo RGD, altamente conservado en los diferentes serotipos del VFA e involucrado en
el reconocimiento del receptor celular (Fox y col., 1989, Mason y col., 1994). En 8 lesiones
provenientes de 4 animales, se aislaron virus con la sustitucion L(144)—P. Todos los
aislamientos de campo de serotipo C secuenciados hasta el momento, la mayoria de los
virus de serotipo O y algunos de serotipo A presentan leucina en la posicion 144 (Mateu y
col., 1994, Cheung y col., 1983). Sin embargo, esta posicion fue altamente heterogénea
en clones virales provenientes del VFA A12 (Rowlands y col., 1983). Finalmente, en 3

lesiones provenientes de 2 animales se aislaron virus con la sustitucion L(147) )P,
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adyacente a una posicion critica en la antigenicidad del VFA de serotipo C (Fielgestock y
col., 1996). Si bien existen evidencias que sugieren que existe variacion antigénica en
ausencia de presion inmune (Sevilla y col., 1996, Mbayed y col., 1997), ninguno de los
virus aislados de las lesiones de los animales placebo (12 lesiones provenientes de 6
animales) presentaron cambios en la region correspondiente al sitio antigénico A,
indicando que las variantes virales se seleccionaron en presencia de presion inmune. Sin
embargo, a pesar de que todos los bovinos fueron inmunizados con el mismo péptido
sintético representando el sitio antigénico A, en los diferentes bovinos se ejercieron
presiones selectivas distintas que resultaron en la aparicion de virus con sustituciones
aminoacidicas diferentes.

Ademas, la aparicién de variantes virales con sustituciones Unicas en sélo 3 posiciones
dentro del sitio antigénico A sugiere la existencia de restricciones en el tipo y nimero de
reeemplazos que pueden ser tolerados en la region 140-160 de la proteina VP1 de la

capside viral.

I1.1 Analisis de la mutacién R(141)>G

La comparacion de la secuencia aminoacidica de la region correspondiente al Joop GH de
un alto nimero de aislamientos de campo y variantes de laboratorio ha demostrado que el
VFA es altamente intolerante a sustituciones aminoacidicas en la regioén del motivo RGD.
Ademas, la relevancia del triplete RGD en el reconocimiento del receptor celular de la
célula hospedadora ha sido ampliamente confirmada mediante mutagénesis dirigida o
delecion de los residuos RGD del VFA (Leippert y col., 1997, Mason y col., 1994, Mc
Kenna y col., 1995) y por estudios de inhibicion de la unién del VFA por péptidos
sintéticos conteniendo la secuencia RGD (Fox y col., 1989).

Sin embargo, en este trabajo fue posible aislar una mutante con la sustitucién R(141)->G
que afecta al motivo RGD (Tabla 13). Esta misma mutacién fue encontrada en el VFA C2
Pando Ur 44 aislado en el campo (Martinez y col., 1991). Recientemente, se report la
seleccion de mutantes de escape a la neutralizacién con el AcM SD6 con sustituciones
aminoacidicas en las posiciones 142 y 143 del triplete RGD del VFA C1, que fueron
capaces de replicar en cultivo de células (Martinez y col., 1997). Estos ejemplos indican
que es posible superar las restricciones a la variacion en esta region altamente
conservada. Ademas, se describieron mutantes con sustituciones en la region RGD

obtenidas por mutagénesis dirigida a partir de los clones infectivos de los VFA de serotipo
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Ay O, que ayudaron a evaluar las implicancias de la region RGD en la infectividad del
VFA (Rieder y col., 1993, Zibert y col., 1990).

La variante viral con la sustitucion R(141)-G fue amplificada mediante pasajes en
cultivos primarios (RFB) y en la linea celular BHK-21, y las poblaciones recuperadas
conservaron la mutacion caracteristica, indicando que esta mutante viral es infectiva en
estos dos tipos celulares (Tabla 14). Estos resultados no concuerdan con los reportados
por Leippert y colaboradores (1997) que por mutagénesis dirigida del VFA de serotipo O
obtuvieron mutantes portando la secuencia GGD en vez de RGD, que eran incapaces de
infectar células BHK-21. Estas diferencias podrian atribuirse a la variacion de
aminoacidos entre los serotipos C y O y posiblemente a la existencia de diferentes
mecanismos de unién a la célula huésped (Jackson y col.,, 1996). Asimismo, la
mutagénesis de la arginina del triplete RGD por otros aminoacidos diferentes de glicina en
virus de los serotipos A y O produjeron variantes virales de baja infectividad. Mas aun, la
mayor parte de las mutantes virales generadas a partir de clones infecciosos del VFA de
serotipo O o A conteniendo cambios en las otras posiciones del RGD mostraban una
disminucién muy importante de su infectividad (Mason y col., 1994, Jackson y col., 1996).

Cuando la variante viral R(141)>G fue sometida a 10 pasajes seriados en cultivos
celulares en ausencia de presion inmune, la poblacion viral recuperada presenté una
reversion total a la secuencia del virus parental, lo cual indica que la misma presenta
desventajas replicativas respecto al virus parental (Tablas 17 y 18). Por el contrario, Ruiz
Jarabo y colaboradores (1999) mostraron que una variante viral de serotipo C portando un
motivo RGG en vez de RGD, revertia a RGD con muy baja frecuencia luego de 15
pasajes en cultivos de células a baja moi. Mas auln, la poblacién RGD no se convirtio en la
poblacién dominante, sino que ambas poblaciones virales coexistieron hasta el pasaje
nimero 50. La mutacién R(141)—»G afecté la capacidad replicativa viral, ya que es
evidente el retraso en las primeras horas del ciclo de replicacion. Esta mutacién en el
triplete RGD generd desventajas replicativas en las etapas tempranas de la infeccion,
probablemente afectando la unién al receptor celular. Sin embargo, una vez superada la
entrada del virus a las células los titulos virales finales obtenidos fueron semejantes a los
del virus parental (Figura 12). Contrariamente, las mutantes resistentes a la neutralizacion
con el AcM SD6 con sustituciones en las posiciones G(142)—E o D(143)»G del VFA C1
no presentaron este comportamiento. Sin embargo, estos virus presentaban otras

sustituciones ademas de las que afectaban la secuencia RGD, que podrian tener un
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efecto compensatorio (Martinez y col., 1997). En cambio, la determinacion de la
secuencia nucleotidica y la deduccion de la correspondiente secuencia aminoacidica
correspondiente a toda la poliproteina P1 de la variante viral aislada en este trabajo,
mostré que la Gnica sustitucion respecto del virus parental era R(141)—G (Figura 13).

La viabiidad de la mutante con la sustitucion R(141)>G pemiti6 estudiar el
comportamiento antigénico de un VFA con una secuencia atipica dentro del sitio
antigénico A, que hasta el momento sélo se habia estudiado con péptidos sintéticos.

La caracterizacion antigénica de la mutante R(141)->G mostr6 que en ensayos de ELISA
(Figura 15) la mutacién no afectaba la reactividad de ninguno de los AcM evaluados
dingidos contra el sitio antigénico A, mientras que en ensayos de neutralizacion de la
infectividad viral utilizando el mismo panel de AcM, la unica reactividad afectada fue la
obtenida con el AcM 7AB5 (Figura 16). Estos resultados concuerdan con los perfiles de
reactividad obtenidos para el VFA C2 Pando Ur/44 que como se mencioné anteriormente,
posee la mutacion R(141)->G junto con otras 4 mutaciones respecto del VFA C3
Argentina 85 dentro del sitio A, y cuya reactividad con un panel similar de AcM sélo se vié
afectada para el AcM 7AB5 (Martinez y col. 1991, Mateu y col. 1994). Estos resultados
indican que la mutacién R(141)—G no tiene un efecto drastico en la antigenicidad del VFA
y que el AcM 7AB5, que hasta el momento no habia sido mapeado, interacciona con la
regién del RGD.

Mas aun, Mason y colaboradores (1994) observaron que mutantes virales del VFA de
serotipo A12 con cambios en la regibn RGD o en los que este triplete habia sido
delecionado, eran capaces de unirse a AcM dirigidos contra el sitio antigénico A,
indicando que estas modificaciones no inducian cambios importantes en la antigenicidad
de la particula viral del serotipo A. Contrariamente, Novella y colaboradores (1993)
utilizando péptidos sintéticos encontraron que sustituciones en las tres posiciones del
triplete RGD resultaban en la pérdida de reactividad de varios epitopes del sitio A de
serotipo C1,definidos por AcM. En ese trabajo los autores mostraron que la tolerancia de
una sustitucion dependia mas de cual fuera el aminoacido que se utilizara en el
reemplazo, que de la posicion reemplazada y que todas las posiciones dentro del RGD
mostraban una contribucién importante en el reconocimiento del sitio A por AcM. Ademas,
Verdaguer y colaboradores (1998), mediante estudios de union de AcM a péptidos
sintéticos con sustituciones en la regién RGD mostraron que esta regién tenia un rol muy
importante en la interaccién con AcM neutralizantes dirigidos contra el sitio antigénico A
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del VFA serotipo C1, aunque la posicion 141 parecia ser la mas tolerante a sustituciones
aminoacidicas. Resultados del mismo grupo mostraron que la sustituci6 D(143)—»G que
afecta al triplete RGD, tenia un efecto muy drastico en la antigenicidad de la particula viral
tanto en ensayos de neutralizacién de la infectividad viral como en ensayos de ELISA
competitivos con AcM dirigidos contra el sitio A (Ruiz Jarabo y col., 1999).

Como era de esperar en base a la independencia del sitio antigénico A respecto del resto
de los sitios antigénicos en el serotipo C (Lea y col., 1994), la variante R(141)->G no
mostrd diferencias respecto al virus parental en la reactividad con AcM discontinuos
especificos para el sitio antigénico D, en ensayos de ELISA ni de neutralizacion (Figuras
15y 16).

Cuando la variante viral R(141)—G fue sometida a sucesivos pasajes en celulas en cultivo
en presencia de una concentracién subneutralizante de suero homélogo (el suero del
animal en que se habia generado), la poblacion viral recuperada conservé la mutacion
R(141)->G. Ademas, si bien la variante R(141)—>G no fue neutralizada eficientemente por
el suero homélogo, sueros bovinos provenientes de otros animales vacunados con
péptidos sintéticos la neutralizaron eficientemente. Estos resultados sugieren que esta
variante surgié como consecuencia de la composicion del suero del animal L9 y no por
tratarse de una mutacion critica en la antigenicidad del VFA (Tablas 16, 17 y 18),
resultados que concuerdan con los encontrados en los ensayos de ELISA y neutralizacion
con AcM dirigidos contra el sitio A (Figuras 15 y 16).

Debido a que la conformacién adoptada por el triplete RGD dentro del loop GH es critica
para el reconocimiento del receptor y en vista de las evidencias que sugieren que el VFA
de serotipo O utiliza heparan sulfato para interaccionar con la célula (Jackson y col.,
1996), es posible pensar que la mutaciéon R(141)—>G o cualquiera que afecte al triplete
RGD, puede alterar el reconocimiento del receptor celular. Esto podria implicar cambios
en el tropismo celular, ya que la falta de conservacion de la secuencia RGD puede reflejar
una relajacion de las restricciones estructurales para el reconocimiento de la integrina
celular o bien la habilidad del VFA de reconocer otro receptor celular diferente. Esta
mutante viral es una herramienta muy valiosa para estudiar la posible utilizacion del VFA

de receptores celulares altemativos a la integrina ayB3; (Berinstein y col., 1995).
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11.2 Analisis de la mutacion L(144)>P

El andlisis de las secuencias gendémicas de un alto numero de aislamientos de VFA de
serotipo C permitio definir la existencia de dos regiones hipervariables a ambos lados del
triplete RGD (Mateu y col., 1990, 1992, Novella y col., 1993, Martinez y col., 1991).

El analisis de los virus recuperados de las lesiones de los bovinos susceptibles al desafio
mostré que la sustitucion L(144)—>P se encontré en 8 de las 29 lesiones estudiadas,
siendo la mutacion mas frecuente.

A pesar de que la mayor parte de los aislamientos de VFA de serotipo C descriptos en la
literatura presentan leucina en la posicion 144 de la proteina VP1, los resultados
mostrados en este trabajo indican que esta sustitucion es tolerada por el VFA de serotipo
C, a pesar de su cercania al motivo RGD.

En este sentido, varios autores aislaron en el laboratorio VFA con sustituciones
aminoacidicas en esta posicion para el serotipo C o en posiciones homodlogas en otros
serotipos. Rowland y colaboradores (1983) encontraron que los cambios en la posicion
148 de VP1 del VFA de serotipo A, homdloga a la posicion 144 del serotipo C, afectaban
la neutralizacion viral. Resultados similares fueron descriptos por Piatti y colaboradores
(1995). También se aislaron variantes virales con sustituciones en la posicion 144 luego
de pasajes seriados en del VFA serotipo C, en ausencia de presion inmune (Sevilla y
Domingo, 1996) o luego de 25 pasajes en cultivo, en presencia de presion inmune
(Schiappacassi y col., 1995). Sin embargo, en todos los casos antes mencionados, los
genomas virales analizados presentaron al menos una sustitucion adicional en la proteina
VP1. Estas observaciones podrian sugerir que la sustitucion unica de leucina en la
posicion 144 seria desventajosa para el virus. De hecho, las poblaciones virales con las
sustituciones L(148)>R y L(148)—>H, homoélogas a la posicion 144 del serotipo C,
obtenidas a partir del cléon infeccioso del VFA de serotipo O1 Kaufbeuren, fueron
incapaces de infectar células BHK-21 (Leippert y col., 1997). Sin embargo, las mutantes
del serotipo C resistentes al AcM SD6, con sustituciones L(144)>V y L(144)>S no
mostraron deficiencias en su capacidad replicativa respecto del virus parental (Martinez y
col., 1997). Por otro lado, la transfeccion de células con mutantes obtenidas a partir del
clén infeccioso del VFA serotipo A12, con sustituciones en la posicion homologa a 144,
produjeron efecto citopatico en células BHK-21 (Mason y col., 1994).

Las evidencias contradictorias respecto de la importancia biolégica de cambios

aminoacidicos en las regiones que rodean al RGD indicarian que el efecto de la
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sustitucion depende fuertemente del tipo de cambio involucrado y del contexto
aminoacidico de los distintos serotipos.

En el presente trabajo se aislaron mutantes virales que presentaron Unicamente la
sustitucion L(144)—>P en toda la regiéon P1 (Figura 13). Las mismas presentaron
desventajas replicativas respecto al virus parental, ya que fueron rapidamente
reemplazadas por el mismo luego de 2 pasajes en cultivos celulares (Tabla 14).
Asimismo, luego de 10 pasajes seriados de estas variantes virales en cultivos celulares en
presencia de los sueros en los que se aislaron, se rescataron poblaciones cuya secuencia
promedio correspondié a la del virus parental (Tablas 17 y 18). Si bien los resultados
obtenidos sugieren que la presién inmune no tendria un papel importante en la seleccion
de las mutantes L(144)—P, la desventaja replicativa de las mismas puede haber sido la
causante de la imposiciéon del virus parental en los pasajes seriados y las condiciones
experimentales utilizadas no haber sido las adecuadas para este tipo de variantes virales.
Existen evidencias que sugieren que el repertorio de variantes que potencialmente puede
volverse dominante en el espectro de cuasiespecies estaria influenciado, entre otros
factores, por el tamafo de las poblaciones virales (Sevilla y col., 1996, Ruiz Jarabo y col.,
1999). Ademas, Piatti y colaboradores (1995) encontraron que un clén de VFA de serotipo
A12, cuya secuencia promedio en la posicion equivalente a la 144 de VP1 del serotipo C3
era una serina, pero que contenia una poblacién minoritaria con leucina en esa posicion,
resultaba en poblaciones que contenian serina o leucina dependiendo de que las
condiciones de infeccion fueran a alta o baja moi, respectivamente. En base a estos
antecedentes y a las desventajas replicativas de las poblaciones virales L12 PTD, L5 PTI
y 25 PDD rescatadas de bovinos, es posible especular que el virus del desafio presente
en muy baja proporcion en estos aislamientos se volviera dominante rapidamente en las
condiciones de infeccion a baja moi utilizadas en estos experimentos. La heterogeneidad
de las poblaciones virales rescatadas de las lesiones de los bovinos 25, L12 y L5 no pudo
ser detectada por secuenciacion del ARN viral presente en las lesiones, lo cual sugiere
que el virus parental representaba menos del 10% de la poblacion viral (Meyer y
col.,1995).

Diferentes condiciones de infeccion y seleccion por presiéon inmune deberan ensayarse
para intentar entender los mecanismos involucrados en la seleccion de estas variantes in
vivo. Presiones selectivas de distinta naturaleza, como las presiones celulares, no pueden

ser descartadas en este caso. En este sentido, se observé una relacion entre la presencia
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de sustituciones en la posicion 144 (L(144)—>S) del VFA de serotipo C y mayor afinidad
por heparina, que se relacioné con posibles alteraciones en el tropismo celular y la
virulencia (Baranowsky y col., 1998).

El mapeo de AcM mediante la utilizacion de péptidos sintéticos solapados mostré que el
AcM 7FC12 mapeaba en la region 138 a 143 del sitio A (Mateu y col., 1990). Sin
embargo, los experimentos de ELISA con AcM mostraron que la mutacion L(144)—P tiene
un efecto muy drastico en la reactividad de este AcM, lo que indica que hay que redefinir
el lugar de mapeo de este AcM. Resultados similares se describieron en ensayos de
ELISAS competitivos con péptidos sintéticos con la sustitucion L(144)—»>P (Verdaguer y
col., 1998). Si bien se describié que el AcM 7CA11 interaccionaba con el aminoacido en la
posicion 144 de VP1 (Mateu y col. 1990, Verdaguer y col., 1998), los datos de ELISA de
las mutantes con la sustitucion L(144)—P muestran que la misma no afecté la reactividad
con este AcM. La disminucién de la reactividad de la mutante L(144)—P con el AcM 7JD1
confirma resultados previos en cuanto a que esta posicion forma parte del epitope definido
por este AcM (Mateu y col., 1990, Verdaguer y col., 1998). La posicidon 144 también forma
parte de los epitopes definidos por los AcM 7CH1, 1BH8 y 7AB5 (Figura 15). La
disminucion de la reactividad de estas variantes con los AcM 1BH8 y 7AB5 permite decir
que esta posicion estaria involucrada en los epitopes reconocidos por estos AcM. De esta
forma, estas varaintes con sustituciones unicas en la posicion 144 de VP1 contribuyeron
al mapeo de estos AcM.

Debido al rapido enriquecimiento de las poblaciones virales conteniendo la sustitucién
L(144)>P con la secuencia del virus parental, no fue posible realizar ensayos de
neutralizaciéon de la infectividad viral con AcM ni con sueros de bovinos vacunados con
péptidos sintéticos. Estos ensayos hubieran pemmitido evaluar los efectos de esta
sustitucion en la neutralizacién y estudiar la importancia del suero de los animales en los

que seleccionaron estas variantes, en la aparicion de las mismas.

I1.3 Analisis de la mutacion L(147)->P

La comparacion de secuencias de un alto numero de aislamientos de VFA de serotipo C
mostré una alta conservacién del aminoacido leucina en la posicién 147 de la proteina
VP1 (Mateu y col., 1994). En los aislamientos a campo o en clones virales de laboratorio
las sustituciones en esta posicién fueron acompanadas de otros reemplazos dentro del

sitio antigénico A (Sobrino y col., 1986). Mas aun, no se han descripto en la bibliografia
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mutantes MAR de serotipo C que presenten sustituciones en la posicion 147. La
importancia de sustituciones en la posiciéon 147 sélo se ha evaluado en forma indirecta
mediante el analisis de la interaccién de AcM y de sueros de porcinos convalescientes o
vacunados, con péptidos sintéticos con sustituciones aminoacidicas en esta posicion
(Mateu y col., 1995, Mateu y col., 1992). Estos estudios mostraron variabilidad en la
capacidad de los sueros porcinos individuales para recoriocer los péptidos mutantes y los
diferentes aminoacidos sustituidos en la posicion 147 tenian efectos distintos en la
reactividad con el panel de AcM. Sin embargo, no se evaluaron péptidos con la sustitucion
L(147)-P.

En este trabajo se aislé una variante viral cuya anica sustitucion en toda la regién P1 fue
L(147)>P dentro del sitio antigénico A, en la proteina VP1. Es la primera vez que se
describe una variante viral de estas caracteristicas aislada en el huésped natural del VFA,
como consecuericia de la presiéon inmune. Ademas, la presencia de esta sustitucion se
encontrdé en mas de un bovino vacunado con péptidos sintéticos (Tabla 13). Esta variante
permitié estudiar la importancia antigénica de esta sustitucion en el VFA.

A diferencia de las mutantes con la sustitucion L(144)—P, fue posible recuperar
poblaciones virales que conservaron la mutaciéon L(147)—P luego de 3 pasajes en células
RFB y cuyo titulo viral fue semejante al del virus del desafio (Tabla 15). Sin embargo, al
cabo de 10 pasajes en células en cultivo en ausencia de presion inmune la poblacién
recuperada presenté la secuencia promedio del virus parental, lo cual indica una
desventaja replicativa de la mutante en relacién con la cepa del desafio (Tablas 17 y 18).
A pesar de esto, la sustitucion L(147)—>P no mostré un efecto importante en la capacidad
replicativa del VFA evaluada en curvas de crecimiento, excepto un pequeno retardo en las
etapas iniciales de la curva (Figura 12).

La caracterizacion antigénica de la mutante L(1417)—P mostré que en ensayos de ELISA,
la mutacion afectaba la unién de los AcM 7JD1, 7FC12, 7CA8, 7CA11 y 7EE6 dirigidos
contra el sitio antigénico A (Figura 15). Estos resultados concuerdan con observaciones
previas en cuanto a la participacion de la posicion 147 de VP1 en los epitopes
reconocidos por los AcM antes mencionados (Mateu y col., 1990, Verdaguer y col., 1998).
La alteracion en la reactividad del AcM 7CA8 observada frente a la mutante L(1417)—P
indica que la posicion 147 forma parte del epitope reconocido por este AcM. El efecto de
la sustitucion L(147)—P fue aun mas drastico al evaluar los perfiles de reactividad de los

AcM en ensayos de neutralizacion de la infectividad viral, ya que los anticuerpos que en
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ensayos de ELISA mostraron una reactividad intermedia (7CA8, 7CA11 y 7EE6) o débil
(7FC12), en los ensayos de neutralizacién mostraron una reactividad negativa (Figura 16).
Como era de esperar en base a la independencia del sitio antigénico A respecto del resto
de los sitios antigénicos en el serotipo C (Lea y col.,, 1994), la variante L(147)>P no
mostré diferencias respecto al virus parental en la reactividad con AcM discontinuos
especificos para el sitio antigénico D, en ensayos de ELISA ni de neutralizacion de la
infectividad viral (Figuras 15y 16).

Cuando la variante viral portando la mutacion L(147)>P fue sometida a sucesivos
pasajes en células en cultivo en presencia de una concentraciéon subneutralizante de
suero homologo (el suero del animal en que se habia generado), la poblacién recuperada
conservo la mutacion L(147)—>P (Tablas 17 y 18). Ademas, el animal 40, del que se aislo
la variante L(147)—>P, fue el unico animal que presenté una DPRL50% >4,8, que no
resultd protegido frente al desafio viral (Tabla 8), no presentd generalizacion de la
infeccion luego del desafio y las lesiones aparecieron tardiamente (a los 7 y 10 dias post
desafio). Mas aun, en las dos lesiones analizadas se encontraron poblaciones virales con
esta sustitucion. Estos resultados enfatizan la importancia de la presion inmune en la
aparicion de la mutante en el animal 40.

Por otro lado, la variante L(147)—P no fue neutralizada por el suero homélogo ni por otros
sueros de bovinos vacunados con péptidos sintéticos (Tabla 16 y Figura 14). Estos
resultados junto con los observados en los ensayos de ELISA y neutralizacién con AcM
dirigidos contra el sitio A indican que la sustituciéon L(147)—P tiene un efecto critico en la
antigenicidad del VFA.

Mateu y colaboradores (1990) mostraron que la sustitucion H(146)—>R era capaz de
afectar multiples epitopes definidos por un panel de AcM dirigidos contra el sitio A. Esta
sustitucion fue la responsable de la ausencia de reactividad con un panel de AcM contra
el sitio A del VFA C5 Argentina 69 (Martinez y col., 1991), de brotes recientes del VFA de
serotipo C en Argentina (Feigelstock y col., 1996) y de diferentes mutantes de escape a la
neutralizaciéon (Martinez y col.,, 1991). La mutacién L(147)—>P provoca un efecto
semejante, aunque menos drastico. Esto puede deberse a la importancia per se de la
sustitucion L(147)—>P o bien a que se encuentra adyacente a la posicion 146. En este
sentido, la sustitucion A(145)—P, adyacente a la posiscion 146, fue encontrada en

poblaciones virales de serotipo C pasadas en cultivos celulares en ausencia de presion
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inmune y fue responsable de la disminucion en la reactividad con los AcM evaluados

dirigidos contra el sitio A (Sevilla y col., 1996).

Los resultados obtenidos al enfrentar las variantes virales con las sustituciones L(144)->P
y L(147)>P con el panel de AcM corroboran lo observado por Mateu y colaboradores
(1990) en cuanto a la presencia de epitopes multiples solapados dentro del sitio
antigénico A, que resultan afectados por una Unica sustitucidn. Estas observaciones
muestran que un cambio genético en esta region puede causar un cambio antigénico muy
drastico.

Ademas, la caracterizacion de las variantes virales con sustituciones unicas en la regién
codificante para las 4 proteinas estructurales del VFA ejemplifica lo observado por
Martinez y colaboradores (1991), en cuanto a que la variacion antigénica en el VFA puede
ser causada por sustituciones unicas en vez de por acumulacién de sustituciones
aminoacidicas. Estos resultados enfatizan el gran potencial de adaptacion de los virus a
ARN en cuanto a que su flexibilidad genética es tal, que les permite prescindir de
dominios funcionales altamente conservados.

La disponibilidad de estas variantes virales constituyé una herramienta muy importante
para estudiar la importancia de una posicién aminoacidica en la antigenicidad del VFA, asi

como también para realizar un mapeo fino de los epitopes definidos por AcM.

I1.4 Posibles razones para explicar la ausencia de proteccion

Teniendo en cuenta las implicancias de las sustituciones aminoacidicas presentes en las
mutantes de escape y la respuesta inmune inducida en bovinos por los péptidos sintéticos
analizados en este trabajo, los diferentes resultados de proteccidon podrian resumirse en
las siguientes situaciones:

-En algunos bovinos los péptidos sintéticos fueron incapaces de estimular una respuesta
inmune eficiente debido, probablemente, a la restriccion impuesta por la genética de los
mismos para presentar eficientemente los epitopes peptidicos. En consecuencia, los virus
aislados de las lesiones de estos animales presentaron la secuencia del virus utillizado en
el desafio viral.

-En algunos bovinos los péptidos sintéticos indujeron una estimulaciéon subéptima de la
respuesta inmune, de modo que algun epitope peptidico no fue presentado eficientemente
permitiendo la seleccion de variantes de escape. En estos animales el virus aislado de las

lesiones presenté sustituciones en la region del sitio antigénico A que resultaron
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facilmente neutralizables por sueros provenientes de diferentes bovinos vacunados con
péptidos.

-En algunos animales se generaron variantes virales con sustituciones criticas en la
region correspondiente al sitio A que produjeron un cambio muy importante en la
antigenicidad de la particula viral, de modo que la mayoria de los sueros bovinos
provenientes de animales vacunados con péptidos sintéticos resultaron incapaces de
neutralizar al virus variante. En esta situacién, la ausencia de proteccion en los bovinos no
se deberia a una deficiencia en la respuesta inmune inducida por los péptidos sintéticos
sino mas bien a la variante viral en si misma. Este seria el caso del animal 40. Sin
embargo, la misma sustitucién se encontr6é en el animal 858 (Tabla 13) en una de las dos
lesiones analizadas. Si la ruptura de inmunidad en este animal se hubiese debido a la
aparicion de una variante con una mutacién critica, entonces esta variante deberia
encontrarse en todas las lesiones. Entonces, es posible pensar que sustituciones criticas
son responsables de la ruptura de inmunidad en el contexto de un determinado animal
(animal 40) pero que la misma sustitucion puede no ser la responsable de la ruptura de
inmunidad en otro animal (animal 858). De todas formas, la aparicion de este tipo de
variantes virales representa un riesgo muy grande en la evolucion del virus a campo.

-En algunos bovinos los péptidos sintéticos fueron capaces de despertar una respuesta

protectiva eficiente.
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III. Consideraciones finales

En base a los resultados presentados en este trabajo es clara la necesidad de plantear
estrategias para intentar mejorar la baja eficiencia de las vacunas peptidicas en los
huéspedes naturales. Una de ellas es identificar epitopes para células T que sean
reconocidos por una poblacién de bovinos genéticamente heterogenea e incluirlos en las
vacunas peptidicas para que cooperen adecuadamente en la induccion de una respuesta
inmune eficiente. En este sentido, recientemente se demostré que la polimerasa 3D del
VFA es un determinante fuerte para células T, capaz de inducir respuestas T heterotipicas
(Collen y col., 1998). Esta proteina altamente conservada en los distintos serotipos de
VFA provee multiples epitopes para células T para los diferentes serotipos y es una buena
candidata para ser incluida en el disefio de vacunas peptidicas. Otra alternativa es la
inclusién en las vacunas peptidicas de la regién comprendida entre los aminoacidos 20 y
34 de VP4. Esta regidon ha sido identificada como un epitope fuertemente reconocido por
células T, en el contexto de 4 haplotipos de CMH de bovinos de la raza Freisian-Holstein,
que también se encuentran en otras razas de bovinos (Van Lierop y col., 1995).

Otra altermativa es aumentar la eficiencia de las vacunas peptidicas mediante la utilizacion
de péptidos ciclicos. Una de las mayores desventajas de presentar epitopes para células
B y T en la forma de péptidos lineales es que los mismos en solucién existen en una gran
variedad de conformaciones, de las cuales sélo una fraccion es reconocida por
anticuerpos especificos contra la proteina de la que forman parte. Esta puede ser la razon
por la que se necesiten grandes excesos de péptidos sintéticos para despertar respuestas
inmunes similares a las inducidas por el antigeno intacto. Cabe esperar que la utilizacion
de péptidos sintéticos ciclicos restringidos a un conformacién adecuada mejore la
antigenicidad e inmunogenicidad del péptido. Camarero y colaboradores (1993),
sintetizaron un péptido ciclico de la regién 134 a 155 (sitio A) de la proteina VP1 del VFA
C1, mediante un puente disulfuro interno que une los extremos del péptido. Sin embargo,
no se observaron diferencias de reactividad entre el péptido ciclico y lineal frente a un
panel de Mabs dirigidos contra el sitio antigénico A.

Otro problema importante en la utilizaciéon de péptidos sintéticos como inmundégenos es su
inestabilidad y su corta vida media debido a la rapida degradacion proteolitica de los
mismo in vivo. Esta desventaja podria salvarse mediante la utilizaciéon de péptidos
retroinversos en los que se utilizan D-aminoacidos sintetizados en un orden invertido

respecto de la secuencia original, que dejan la unién peptidica invertida pero las cadenas
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laterales conservadas. Briand y colaboradores (1997) reportaron que la inoculacion de
dosis muy bajas de péptidos retroinversos representando los aminoacidos 141-159 del
VFA de serotipo A indujo en cobayos una respuesta de anticuerpos neutralizantes mas
alta y de mayor duracién en el tiempo que el correspondiente L-péptido y fue capaz de
proteger cobayos frente al desafio con virus infeccioso. La alta estabilidad de los
retropéptidos provee una estrategia interesante en el desarrollo de vacunas peptidicas.
Ademas, es factible la utilizacion de péptidos retroinversos y ciclicos como estrategia
combinada.

En el caso de patogenos altamente variables, una alternativa es la utilizacion de
combinaciones de péptidos que representen un amplio repertorio de secuencias mutantes
de él o los epitopes hipervanables representados en el péptido sintético. Este espectro de
secuencias o mixotopos deberia incluir las secuencias de los aislamientos naturales y de
las mutantes mas probables. El objetivo de la utilizacién de mixotopos es inducir una
poblacion de anticuerpos mas amplia, capaz de reconocer una familia de epitopes
relacionados. Sin embargo, al aumentar la complejidad de la mezcla de péptidos existe el
riesgo de perder especificidad, ya que a medida que aumenta el nimero de secuencias
diferentes la secuencia consenso se diluye. La utilizacion de mixotopos que representan
la secuencia del loop V3 del HIV-1 mostré6 que los mismos fueron inmunogénicos en
conejos y que tanto los mixotopos menos degenerados como los mas degenerados
(menor y mayor numero de secuencias, respectivamente), fueron los que despertaron
respuestas de anticuerpos menores (Gras-Masse y col., 1997).

Frente a las diferentes alternativas posibles para lograr una respuesta inmune eficiente
utilizando vacunas a subunidades es necesario comprender previamente los diferentes
factores que afectan la respuesta inmune en bovinos, tema al cual este trabajo de tesis

representa una contribucion.
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Es posible inducir en bovinos una respuesta inmune humoral y celular, asi como
proteccion frente al desafio viral, vacunando con péptidos sintéticos que incluyen
epitopes para células B y T derivados del virus de la fiebre aftosa (VFA).

La vacunacion de bovinos con los péptidos sintéticos utilizados confirid bajos niveles
de protecciéon. Los mayores niveles de proteccién se obtuvieron con el péptido ACT y
no superaron el 39%.

No se observé un efecto dosis-respuesta en las concentraciones de péptido utilizadas.
Una sola vacunacion con péptidos sintéticos en las condiciones evaluadas en este
trabajo induce titulos seroneutralizantes muy bajos, especialmente en los bovinos
vacunados con péptido A. El efecto de la dosis inoculada pierde importancia cuando

se aplica una dosis refuerzo o booster.

La variaciéon en los tiempos de inmunizacién y desafio afecta la respuesta inmune y
proteccion conferidas por el péptido A, pero los péptidos mas complejos analizados no

se ven inflluidos por los diferentes esquemas de vacunacion utilizados.

No fue posible establecer una correlaciéon entre los niveles de anticuerpos
neutralizantes ni la linfoproliferacion con la proteccion. Sin embargo, de los parametros
inmunolégicos analizados, la proteccidon en ratdén lactante fue la que mostré mejor

correlacion con proteccion en los bovinos inoculados con el péptido ACT.

El péptido sintético A del serotipo C3 contiene epitopes para células T, ya que los
linfocitos de bovinos vacunados con este péptido son capaces de proliferar frente al

péptido sintético homologo y frente a virus entero.

Se observd una alta variabilidad en la respuesta inmune y protecciéon de animales
vacunados con una misma construccion peptidica. Esta variabilidad fue mayor cuando
se utilizo el péptido A como inmunégeno y podria reflejar las restricciones impuestas
por los genes del CMH clase Il. Sin embargo, la tipificacion de los alelos del gen DRB3
bovino no pemitié relacionar la presencia diferencial de alelos con la proteccién o

susceptibilidad frente al desafio viral.
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La utilizacién de un nimero limitado de epitopes como péptido libre en la vacunacién
contra un virus altamente variable y heterogéneo como el VFA, favorecio la seleccion
de variantes de escape con sustituciones aminoacidicas uUnicas dentro del sitio
antigénico A, suficientes para permitir que los virus variantes escapen a la respuesta
inmune generada en el animal.

Las variantes virales aisladas de los bovinos que no resultaron protegidos frente al

desafio viral presentaron desventajas competitivas respecto del virus parental in vitro.

La sustitucién aminoacidica R(141)—>G, que afecta al motivo RGD involucrado en el
reconocimiento de la célula huésped, no impidid la entrada ni replicacion del virus
variante pero fue responsable de un retardo en las etapas tempranas de la infeccién
en cultivos celulares. El RGD no es estrictamente imprescindible para la entrada del

virus a la célula huésped.

Las sustituciones aminoacidicas L(144)—P y L(147)—>P modifican sustancialmente la

antigenicidad de la particula viral contrariamente a la sustitucion aminoacidica

R(141)-G.

La presién inmune es responsable de la seleccién de variantes de escape en bovinos

inmunizados con péptidos sintéticos.

Otros sitios antigénicos ademas del sitio A contribuyen a la neutralizacion del virus del

VFA.

La seleccion de variantes virales es sélo un factor que contribuye a la falta de

proteccion conferida por vacunas peptidicas.
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La utilizacion de péptidos sintéticos como vacunas contra el VFA ademas de
conferir un bajo nivel de proteccion, permite la seleccion de mutantes virales con
sustituciones aminoacidicas criticas en los sitios antigénicos y representa mas un

riesgo que una solucion en el control de esta enfermedad.

M. Cecilia Tami
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