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Estudio de aislamientos nacionales y desarrollo de una vacuna a subunidad,
direccionada a células presentadoras de antigenos, para el Virus de la
Lengua Azul

Resumen

La Lengua Azul es una enfermedad que afecta principalmente rumiantes salvajes y
domeéstico, y representa una importante barrera para el comercio internacional de animales y sus
subproductos. El Virus de la Lengua Azul es el causante etioldgico de la enfermedad y es
transmitido por insectos hematéfagos del género Culicoides. El Virus de la Lengua Azul , es el
miembro prototipo del género Orbivirus dentro de la familia Reoviridae. El viridon estd compuesto
por una doble capa proteica desnuda que envuelve un genoma de 10 segmentos lineales de
ARNdCc, los cuales codifican para al menos diez proteinas, 7 proteinas estructurales y al menos 4 no

estructurales.

La distribucidon del Virus de la Lengua Azul es global aunque en ciertas zonas la informacion
es escasa. En Sudamérica, evidencia seroldgica de la presencia del virus fue encontrada todos los
paises menos Uruguay y Bolivia. Argentina y Brasil son los Unicos paises donde ha sido aislado el
virus. En Argentina han sido obtenidos 5 aislamientos de Virus de la Lengua Azul serotipo4 en
ganado bovino. Tres de estos aislamientos fueron logrados entre los afios 1999-2001, mientras los

dos restantes fueron obtenidos en los afios 2009 y 2010 como parte del presente trabajo de tesis.

La medida de control mads practica y eficaz es la inmunizacién profilactica de los animales
susceptibles. Desde principios del siglo XX se han desarrollado vacunas atenuadas e inactivadas
eficientes para la Lengua Azul. Sin embargo, las desventajas en cuanto a bioseguridad y efectos
adversos impulsan el desarrollo de vacunas a subunidad, no infecciosas como alternativa a las
vacunas convencionales. En este trabajo de tesis se abordd un analisis epidemiolégico molecular
de los aislamientos argentinos del VLA y el desarrollo de una vacuna a subunidad direccionada a

células presentadoras de antigeno.



El analisis epidemioldgico molecular se basé en la obtencidn y analisis de las secuencias de
5 de los 10 segmentos virales (Segmentos 2, 3, 6, 7 y 10). El andlisis de los segmentos 2 y 6 resultd
en un cluster de secuencias argentinas dentro del clado del serotipo 4 y también dentro del grupo
del nucleotipo A (definido para cada segmento). El andlisis de los segmentos 3, 7 y 10 mostrdé que
los aislamientos argentinos agrupan dentro del cluster de aislamientos de topotipo occidental o
western, indicando que su origen se remontaria a Africa/Europa. El analisis filogenético reveld que,
ademas de este origen, las secuencias argentinas representaron un fuerte linaje Sudamericano de

evolucidn independiente.

El desarrollo de la vacuna a subunidad se basé en la expresién de la proteina VP2,
mayoritaria de la cdpside externa e inmunodominante, sola o fusionada a la molécula APCH
(Antigen Presenting Cell Homing) capaz de dirigir moléculas a células presentadoras de antigeno,
utilizando el sistema de expresidon de baculovirus. Los ensayos de inmunogenicidad en cobayos y
bovinos utilizando estos dos antigenos, resultaron en altos titulos de anticuerpos neutralizantes
similares a los evocados por la vacuna formulada con virus inactivado. Mds aun, se obtuvieron
titulos comparables para VP2 y dosis 4 veces menores de APCH-VP2 demostrando la capacidad
APCH de potenciar la generacién de anticuerpos. Como caracterizacién de la respuesta inmune
asociada se analizo el perfil de inmunoglobulinas G y la presencia de células T de memoria. El perfil
de 1gG en los bovinos inmunizados con APCH-VP2 mostré una mayor proporcion de IgG1l en
comparacién con los grupos vacunados con VP2 sola o con el virus inactivado. Por otro lado, la
inmunizacion con las vacunas experimentales, mostrd generacion de células T de memoria para
VP2 sola. Ademas, se comprobd la capacidad de las vacunas recombinantes de diferencias
animales vacunados de infectados. Esta seccion constituye un aporte en el desarrollo de vacunas a
subunidad, capaces de generar una respuesta inmune comparable a vacunas inactivadas pero con

caracteristicas emergentes.

Palabras clave: virus de la lengua azul, epidemiologia, Argentina, vacunas recombinantes.



Study of national isolates and development of a subunit vaccine delivered
to antigen presenting cells for Bluetongue Virus.

Abstract

Bluetongue disease affects principally wild and domestic ruminants and represents a
major barrier to animal trade and their sub products. The etiological agent is the Bluetongue Virus,
it is transmitted by hematophagous arthropods from the genus Culicoides. Bluetongue Virus is the
prototype member of genus Orbivirus and it belongs to Reoviridae family. The non enveloped
viridn is composed by two concentric protein layer which contents the viral genome, composed by
ten dsRNA segments. This genome codifies for 7 structural proteins and at least, 4 non structural

proteins.

Bluetongue Virus is worldwide distributed, although there is a lack of information in
certain regions. In Southamerica, serologic evidences of Bluetongue Virus were recorded in all
countries except Uruguay and Bolivia. Argentina and Brazil are the only two countries where the
virus was isolated. In Argentina, five Bluetongue Virus serotype 4 isolates have been obtained
from asymptomatic cattle. Three isolates were obtained in years 1999-2001, and two in years

2009 and 2010 as result of this thesis work.

Prophylactic immunization of susceptible animals is the most practical and effective
measure to prevent Bluetongue disease. From beginning of XX century, attenuated and inactivated
vaccines against Bluetongue Virus have been developed, however, biosafety issues and the well
known adverse effects lead to the development of subunit vaccines as an alternative to classic
ones. In this work, we performed a molecular epidemiology study of Argentinean Bluetongue Virus

isolates and we also developed a subunit vaccine delivered to antigen presenting cells.

The molecular epidemiology approach was based on the sequence analysis from 5 out of
10 genome segments (Segments 2, 3, 6, 7, and 10). Segments 2 and 6 analysis showed that
Argentinean sequences grouped into the serotype 4 cluster and nucleotype A group, and even
more, they grouped in a unique Argentinean cluster whit high bootstrap value. Segments 3, 7 and
10 analysis, showed that Argentinean isolates grouped into a western topotype cluster, along with

sequences already classified as originated in Africa and/or Europe. Phylogenetic analysis revealed



that all Argentinean sequences formed a well supported Southamerican lineage with independent

evolutionary history.

The subunit vaccine development was based on the baculoviral expression of VP2 protein,
the major and immunodominant component of the outer capsid, alone or fussed to a molecule
named APCH (antigen presenting cell homing), capable to deliver peptides or molecules to antigen
presenting cells. Immunogenicity assays conducted in guinea pigs and cattle showed that both
antigens were able to induce high neutralizing antibodies titers similar to those evoked by the
inactivated vaccine. Moreover, VP2 antibody titers were comparable to APCH-VP2 titers which
were generated using a 4 times lower dose of antigen, demonstrating the ability of APCH molecule
to enhance the generation of antibodies. As part of the immune response characterization,
immunoglobulin G profile and the presence of memory T cells were analyzed. 1gG profile in
animals vaccinated whit APCH-VP2 showed a higher proportion of IgG1 in comparison with VP2
and inactivated BTV groups. On the other hand, immunization with both candidate vaccines
showed the generation of memory T cells specific to VP2. In addition, the capacity of the
recombinant vaccine to differentiate vaccinated animal from infected ones was confirmed. This
section represents a contribution in the development of Bluetongue Virus subunit vaccines
capable of generating an immune response comparable to inactivated vaccines but with new and

advance features.

Keywords: Bluetongue Virus, Epidemiology, recombinant vaccines
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1. Introduccion

La Lengua azul (LA) es una enfermedad viral, transmitida por vectores hematdfagos del
género Culicoides spp que afecta a rumiantes domésticos y salvajes. El agente etioldgico es el Virus

de la Lengua Azul (VLA), prototipo perteneciente al género Orbivirus de la familia Reoviridae. *

1.1 Historia

La LA fue primeramente descripta en Africa a fines del siglo XIX, aunque se estima que su
apariciéon ocurrié hace mas de 100 afios °. El primer reporte oficial se conoce luego de una
importacién de ganado ovino susceptible de raza Merino desde Europa a la provincia de El Cabo,
en Sudafrica’. Hutcherson en 1881 la llamé “Catarro Epizodtico de las Ovejas” creyendo que se
trataba de una enfermedad causada por algtin parasito intracorpuscular®. En 1902 Spreull propuso
el nombre de “Lengua Azul” haciendo referencia a la traduccién literaria de la denominacién
utilizada por los nativos, y posteriormente, en 1906, Sir Arnold Theiler demostré que era
producida por un agente filtrable y por consiguiente, demostré que se trataba de un virus. A
mediados de ese mismo siglo Du Toit revelé que era transmitida por insectos Culicoides®
basandose en evidencia de incidencia estacional y espacial. Du toit también demostré que la
enfermedad podia ser causada mediante la inoculacién de suspensidon de Culicoides salvajes
capturados a animales susceptibles y también que Culicoides que picaban animales enfermos,

podian infectar luego animales sanos”.

Durante mucho tiempo y hasta mediados del siglo XX, se creia que el VLA estaba
confinado al sur del continente africano, idea que fue luego contradicha. Durante la segunda
guerra mundial se diseminé fuera de Africa, y se conocieron brotes en Chipre, Israel, Portugal y
Espafia, entre otros paises’. En 1952 el VLA fue aislado en EEUU; en Asia subcaucasiana en 1960 y
mas adelante en América y Australia. Muy recientemente, a fines del siglo XX, se identificd el virus

en Argentina.*?
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1.2 Impacto econémico
Lengua Azul es una enfermedad considerada por la OIE como de maxima importancia para

el comercio internacional de animales y productos de origen animal y de declaracién obligatoria
%7 Esta clasificacion fue impuesta a partir de las grandes pérdidas ocasionadas por los brotes
reportados en la peninsula Ibérica a mediados del siglo XX y la posterior diseminacién del virus por
todo el mundo. De esta manera, el VLA se convirti6 en una amenaza aun para los paises
considerados libres de VLA. Esto fue posteriormente ratificado con los brotes que ocurrieron en el
norte de Europa y por la introduccién de nuevos serotipos en zonas remotas como Australia o

Norteamérica.

Las pérdidas econdmicas asociadas con la presencia del VLA estan relacionadas con
restricciones en el comercio internacional de animales y productos de origen animal, pérdidas
directas debidas a la enfermedad y costos por pruebas diagndsticas, cuarentena y programas de

vigilancia epidemioldgica.

En relacién a las pérdidas directas ocasionadas por la LA, las incursiones ocurridas en
Europa en los ultimos afios constituyen un ejemplo notorio de la importancia de esta enfermedad.
Entre 1998 y 2005, seis serotipos del VLA habian invadido el sur y centro de Europa. El virus
aparecié por primera vez en el norte de Europa en agosto del aifio 2006, siendo identificado por
RT-PCR y secuenciacién del segmento 2 como serotipo 8. Era la primera vez que este serotipo
incursionaba en Europa. El brote se extendié a Holanda, Bélgica, Alemania, Luxemburgo y NE de
Francia®™° (Fig.1.2). En diciembre de 2006 las bajas temperaturas cortaron el ciclo de transmision
del virus. Sin embargo, en julio de 2007 nuevos casos de VLA-8 aparecieron en las mismas zonas
de Europa del norte. Mas aun, el brote se extendié hasta el Reino Unido™. Andlisis de secuencias
del segmento 2 permitieron confirmar que el virus presente en el Reino Unido derivaba
directamente del que habia causado los brotes en los otros paises de Europa. Estudios
meteoroldgicos indicaron que los vectores infectados habrian sido transportados por el aire desde
el norte de Europa hasta el reino Unido. Ademas, otras teorias indicaron que el origen de las cepas
detectadas pudo deberse a la importacion de ganado en estado virémico, semen infectado o
embriones infectados. También se apunta a la posible introduccién de vector infectivo en

. 1
cargamentos de plantas o animales™.
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Para el caso del brote de VLA2 en Europa durante los afios 2006 y 2007, se cuenta con
reportes de unas 2000 propiedades donde la LA fue detectada y propiamente reportada a lo largo
del territorio comprendido por Holanda, Bélgica y Alemania. Durante el aiio 2007, el brote fue mas
fuerte que en el afio anterior, se estima que en Bélgica murieron 25000 ovinos y caprinos mas que
en 2006, de un tamano estimado total de 150000 animales en todo el pais. Hacia finales de 2007
se estima que el costo directo de la infeccién por VLA ascendié a unos 150 millones de Euros en
Bélgica, mientras que para el caso de Holanda se estima un costo directo de casi 55 millones de

Euros™.

La aparicidon de un foco en un pais libre genera una perturbacion seria y por largo tiempo,
como condicionante de las exportaciones de animales susceptibles dada la persistencia de la
viremia. Por lo tanto, monitoreos constantes en los puestos sanitarios de frontera deberia

constituir una preocupacién importante para cualquier organismo sanitario’*.

De hecho, se
estima que desde su aparicién en el aifio 1998, en Europa, el VLA ha causado la muerte de mas de
un millén de ovinos. Por otro lado, como consecuencias de la mortalidad, morbilidad y mds aun de
las restricciones asociadas a la aparicion o deteccién del virus, en EEUU se estiman pérdidas

anuales que rondan los 125 millones de délares™.

Si bien nuestro pais puede ser considerado “zona de incursidn aleatoria” y en la mayor
parte del territorio no estan dadas las condiciones ecoldgicas para el establecimiento permanente
de los vectores y su introduccion depende de condiciones climaticas especiales (aumentos de

>17 |a presencia confirmada del virus asi como la deteccién de

temperaturas, vientos, lluvias)
animales seropositivos debe constituir una “alarma sanitaria”, porque tal como lo demuestra la
epidemia que ha sufrido Europa, la enfermedad puede ser responsable de importantes pérdidas
econdmicas y significar una interferencia muy importante para el comercio exterior. Si bien las
barreras climdticas y geograficas serian una limitante para la actividad viral porque depende
esencialmente de la actividad de los vectores, la epidemiologia de la enfermedad demuestra que
existen condiciones dindmicas cambiantes que pueden permitir el ingreso del virus en nuestro

pais, y las pruebas obtenidas ultimamente son un ejemplo de ello. De hecho, la deteccion y

aislamiento de VLA en nuestro pais a lo largo de una década comprendida entre los afios 1999 y
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2010, lo cual se presenta como parte de este trabajo de tesis, son la muestra fundamental que el

virus es una amenaza real.

Las autoridades responsables de la Sanidad Animal de los paises tienen, entre otras
funciones, evitar la introduccion de agentes infecciosos que ocasionen pérdidas en las poblaciones
animales y en las industrias relacionadas. Por lo tanto, un pais importador tratard de disminuir al
minimo el riesgo de que estos sucesos ocurran. Teniendo en cuenta que la politica de no
importacién absoluta (riesgo cero) ya no es sostenible, las decisiones sobre que animales, que
productos, en qué condiciones y de qué origen ingresaran a sus respectivos paises se basaran en el
analisis de riesgo. Para esto, y de acuerdo a las recomendaciones dadas, los paises importadores

evaluaran, con relacién al VLA:

a) ladistribucion, nivel y estacionalidad de la incidencia de la infeccidn en el pais exportador.;

b) los serotipos presentes;

c) la presencia de vectores o potenciales vectores en su propio pais y la estacionalidad de la
incidencia de esos vectores y

d) la presencia de huéspedes susceptibles en su propio pais y su relaciéon con los vectores

potenciales.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, los paises podrian ser categorizados de

acuerdo con su situacién con respecto a orbivirus en:

e Paises en los cuales tanto los virus como la enfermedad han sido identificados.

e Paises en los cuales los virus han sido identificados, pero la enfermedad clinica no ha sido
detectada.

e Paises con distribucion de vectores y orbivirus regional o estacional.

e Paises libres de orbivirus pero con existencia de vectores potenciales.

e Paises libres de orbivirus y vectores conocidos.

Para determinar el estatus de un area, regidon o pais es necesario la implementacién de
estudios epidemioldgicos que permitan la determinacidon de la distribucién geografica de los
orbivirus, los serotipos especificos y de los patrones de transmisidn del virus (incluyendo los

hospedadores vertebrados y los vectores) y un sistema de vigilancia epidemioldgica para la
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deteccion oportuna de nuevos serotipos virales, en determinadas &reas geograficas y/o

poblaciones animales o de vectores.

El Cédigo Zoosanitario 2009 de la OIE considera que: “Los estudios histéricos demuestran
que el drea de distribucion geografica del VLA estd comprendida, aproximadamente entre las
latitudes 40° N y 35°S” y que “En caso de ausencia de signos clinicos, el estatus de un pais o de una
zona situados en esta parte del mundo respecto del VLA debe determinarse por medio de un
programa de vigilancia seroldgica y seguimiento continuo (monitoreo). Por esto, es importante
definir el drea de distribucién de la infeccién por VLA y cumplimentar los requisitos para la
aceptacion internacional del resto del pais libre de la infeccién de acuerdo a las recomendaciones

de la OIE®,

Es asi que dada la distribucion de VLA, las restricciones asociadas y las pérdidas
econdmicas registradas, la LA ha sido declarada como una de las enfermedades posiblemente mas

importantes del siglo XXI.

1.3 Distribucidon
Se sabe que la distribucion de VLA es global, ha sido detectado en todos los continentes

excepto el territorio antartico’(Fig. 1.1). La infeccién por el VLA es endémica en &reas tropicales y
templadas de la mayor parte del mundo, su deteccién coincide con la distribucién de vector
competente infectivo. La persistencia del virus en la naturaleza requiere de su transmisidn entre
los vectores (Culicoides spp.) y rumiantes susceptibles'. El VLA existe en una amplia franja que
incluye regiones entre las latitudes 40°N y 35°S (quedando la Argentina incluida desde la frontera
norte hasta la mitad de la provincia de Buenos Aires, norte de La Pampa y sur de Mendoza). Sin
embargo, estos limites han sido superados en regiones de Asia, Norteamérica y Europa donde la

infeccidn por el VLA ha sido detectada hasta los 50°N.

La distribucion de vectores y serotipos del VLA difiere a través del mundo, de modo que
vectores especificos coexisten con determinadas constelaciones de VLA en ecosistemas

relativamente estables. La distribucion global de los 26 serotipos descriptos del virus no es
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uniforme y en los ultimos afios ha sufrido cambios drasticos probablemente como consecuencia

del cambio climatico global y el movimiento de animales, muchas veces poco regulado”*.

Desde un punto de vista histérico, hasta mediados del siglo XX se creia que el VLA estaba
confinado a la regién sur del continente africano. El primer brote registrado fuera de Africa,
ocurrié en Chipre, en el afio 1943. Posteriormente en la década siguiente brotes de LA fueron
reportados en California (EEUU) y la peninsula Ibérica. Luego de 1960, el VLA fue detectado en

vertebrados e invertebrados en todo el globo, salvo el territorio antartico.’
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Figura 1.1: Distribucién del VLA a nivel global. En los circulos se detalla en serotipo detectado y la especie de
vector Culicoide predominante (tomado de Matamoros 2008)

Como se dijo, el primer reporte oficial de LA en Africa fue a finales del siglo XVIlI, desde
entonces, Africa es la regién donde se encuentra la mayor diversidad serotipica. Muestreos a gran
escala, demostraron que solo en la Republica de Sudafrica, estan presentes 22 de los 26 serotipos

virales. Siendo considerados exéticos los serotipos 20, 21, 25y 26
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Figura 1.2: Distribucion del VLA en el este de Europa, Norte de Africa y Oeste de Asia desde 1998. Las
flechas referencian cada ruta de acceso supuesta para cada serotipo (tomado de Mertens, Baylis,
Mellor, 2009).

Fue de particular relevancia la aparicion de brotes de LA en el continente Europeo entre
los aflos 1998-2005 (Fig.1.2), en este periodo 6 nuevos serotipos diferentes estuvieron presentes
en la cuenca del mediterraneo y algunas partes de Europa (VLA1, 2, 4, 9 y 16). Hasta el momento
esto no habia ocurrido, siendo este el primer lapso temporal de preocupacion por el VLA. Luego en
los afios 2006 y 2007, nuevos casos de VLA fueron reportados pero esta vez en el norte de Europa,
regiéon que no presenta los factores climaticos favorables para el desarrollo del vector. En este
evento, se vio involucrado el serotipo 8 de VLA, uno de los descriptos como mas virulentos. Desde
entonces, esta zona se incluye dentro del drea de riesgo siendo esto, un precedente para la
extension de los limites tedricos conocidos para la prediccién de la ocurrencia de la enfermedad a
nivel global™. Para estos casos se hipotetizé que la introduccién del VLA pudo haber sido por
movimiento de animales, movimiento activo o pasivo de vector infectivo o mas aun, por objetos
inanimados. De todos modos, la expansién de los limites de distribucion de VLA se cree que es
efecto de factores relacionados con el vector y no con caracteristicas propias del virus. Siguiendo
en esta linea, los factores asociados al vector pueden ser, no solo aparicion de nuevas especies de
Cullicoides como vectores sino también, el cambio global climatico que propicia situaciones

favorables para el vector y su ciclo de vida *. Cabe destacar, que en este periodo de tiempo, los
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limites conocidos hasta el momento se vieron modificados dado que se reportaron casos de VLA

800 km al norte del limite norte previamente pensado.

En Australia 10 de los 26 serotipos fueron detectados. Estos serotipos son 1, 2, 3, 7, 9, 15,
16, 20, 21, y 23. Los serotipos 1 y 21 han sido regularmente documentados en la regién norte
aunque nuevos serotipos como VLA 2 ha sido recientemente identificado en el noreste,

posiblemente por introducciones desde el sudeste asiatico®.

En Norteamérica, los serotipos 10, 11, 13 y 17 has sido ampliamente descriptos: el
serotipo 2 fue identificado hace unos treinta afios en Florida. Desde 1998 diez serotipos mas
fueron identificados en el sudeste norteamericano (1, 3, 5, 6, 9, 12, 14, 19, 22 y 24). Se postula que

estos virus han invadido Norteamérica desde el Caribe™.

En Centroamérica, el Caribe y en Sudamérica ha sido detectado por pruebas seroldgicas

21-31

en casi todos los paises que componen la regién“ > (Fig. 1.3). En Centroamérica y Caribe el VLA fue
detectado por aislamiento y/o serologia determinando la presencia de 16 de los 26 serotipos
(serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 22 y 24) ***_El virus ha sido reportado en
Guatemala, Honduras, El salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panamad, Trinidad Y Tobago y en las
Antillas mayores y menores (Cuba, Jamaica, Republica Dominicana, Puerto Rico, Islas Virgenes,

Guadalupe, Martinica, Santa Lucia y Barbados).

En Sudamérica, el VLA ha sido detectado por técnicas seroldgicas en todos los paises,
salvo Bolivia y Uruguay (Fig. 1.3), y ha sido aislado solo en dos paises: Argentina y Brasil, aunque

recientemente han aparecido en bases de datos, secuencias correspondientes a aislamientos de

22,33 36-38

Guyana. Serologia positiva ha sido reportada en Colombia®**?, Ecuador®, Venezuela®*, Guyana,

Surinam”***, pery®*>*°, Brasil* y Argentina>*"*.

Particularmente Brasil, constituye el pais mas grande de la regidn y representa cerca del
50% de la superficie total de Sudamérica. El VLA fue primeramente descripto en territorio brasilero
en 1978 por Silva y col.** en S3o Paulo. Luego, la presencia del virus ha sido reportada por medio
de técnicas seroldgicas (IDGA y ELISA) en todas sus sub regiones demostrando que el mismo

42-58

estaria presente en todo el territorio™™°. En Brasil, el VLA ha sido aislados solo en una oportunidad

por Clavijo y col * de ovinos con signos clinicos siendo clasificado como VLA serotipo 12. Cabe
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Figura 1.3: Distribucién de VLA en Centroamérica y Caribe (panel superior) y Sudamérica (panel
inferior). Los datos se presentan como: datos seroldgicos (cuadros amarillos), datos serolégicos
negativos (cuadros violetas) y puntos de aislamiento viral (puntos rojos). (Tomado de Legisa et al,
2013).

destacar que en otra oportunidad en el afio 1980, Groocock y col® aislaron VLA serotipo 4 en

ganado proveniente de Brasil que se encontraba en cuarentena en Florida, (EEUU).
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Muy recientemente, en junio de 2013 se produjo un brote de VLA4 en Vassouras, estado

de Rio de Janeiro en un rebafio de 99 ovinos de raza Lacaune®**.

En Argentina la situacién es un tanto distinta, el pais es considerado dentro de la categoria
de pais de incursién aleatoria. Los limites descriptos hasta hace unos afos para la distribuciéon
mundial de VLA estaban restringidos a los 53° latitud Norte y los 35° de latitud Sur, esto incluye a
nuestro pais hasta el centro de su territorio aunque los datos serolégicos nacionales disponibles
hasta el momento reportan un limite sur en la provincia de Corrientes (30° latitud sur)?. En
nuestro pais se ha detectado serologia positiva desde 1996 ** aunque no hay un plan de vigilancia
regional o nacional. Lager y col ®> detectaron seroconversion y aislaron VLA4 de ganado centinela
en la region litoral argentina en muestreos realizados entre los afios 1999 y 2001. En muestreos
realizados durante los afios 2004 y 2008 los autores reportaron prevalencias de hasta 40.7% en
ganado bovino y 95% en ganado ovino en la provincia de Misiones. Para la provincia de Corrientes

detectaron valores de 0.7-2.7% en bovinos y 3.13% en ovinos®.

1.4 Propiedades de la particula viral
El virus de la Lengua Azul (LA) (Bluetongue virus BTV, en inglés), es el prototipo del género

Orbivirus incluido en la familia Reoviridae, que redne un conjunto de virus caracterizados
morfolégicamente por un viridn sin envoltura, de simetria icosaédrica de 60-80 nm de diametro,
con una capside doble-triple, externa y otra interna o “core”, con un material genético compuesto
de ARN doble cadena (ARNdc) organizado en 10-12 segmentos seguin el género®, completando
entre 18.200-30.500 nucledtidos (Fig.1.4). A esta familia pertenecen varios géneros (orthoreovirus,
orbivirus, rotavirus, coltivirus, aquareovirus, cypovirus, seadornavirus, fijivirus, phytoreovirus,
oryzavirus, idnoreovirus, mycoreovirus) entre los que merecen destacarse los géneros reovirus,

rotavirus, coltivirus y orbivirus 161

. Dentro de la familia se encuentran patégenos de un gran
numero de insectos, reptiles, peces, crustaceos, mamiferos, plantas y hongos algunos de los cuales

son de gran importancia econémica.

El VLA es un virus no envuelto con un genoma de aproximadamente 19.200 pares de

bases, compuesto de 10 segmentos lineales de ARN doble cadena (ARNdc) de extremos 5’y
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3’conservados (Segl-Segl0). Los 10 segmentos estan empaquetados dentro de una triple capa
proteica de simetria icosaédrica caracteristica del virién de aproximadamente 90 nm de
didametro.® La capa externa del virion estd formada por dos proteinas estructurales, las cuales
conforman 60 trimeros de VP2 (111 kDa) y 120 trimeros de VP5 (59 kDa)®. La capa intermedia
estd compuesta por la proteina estructural VP7 (38 kDa), organizada en 260 trimeros. La capa
interna consiste de 12 decametros de VP3 (100 kDa). Las 120 moléculas de VP3 envuelven el core
interno compuesto por las proteinas involucradas en la transcripcién y replicacién del virus, siendo
estas: ARN polimerasa dependiente de ARN (VP1, 149 kDa), enzima de caping de ARN (VP4, 76
kDa) y la helicasa de ANRdc (VP6, 36 kDa). Las proteinas no estructurales (NS1, NS2, NS3, NS3A,

Ns4 y NS4A) participan en el control de replicacidon, maduracion y salida de la célula infectada.

1,64,65

La proteina VP2, codificada en el segmento 2 (Seg2) es la proteina mayoritaria de la
capside externa del viridén y la mas variable del genoma de VLA®®. VP2 forma motivos triskelion en
la capside externa. Esta proteina es responsable de la unidn al receptor, hemaglutinacién y
promueven la generacion anticuerpos serotipo especificos. VP2 recombinante tiene una fuerte
afinidad por glicoporina A, una sialoglicoproteina componente de eritrocitos, esta interaccion

puede explicar la unién del virién a los mismos™.

VP2 es el determinante principal de serotipo. Comparaciones filogenéticas de VP2 de los
26 serotipos descriptos muestran una perfecta correlacion entre variacidon de secuencia y serotipo
de VLA (Fig. 1.7)°". Como se vera luego, las estrategias vacunales son serotipo dependientes dada
la alta variabilidad de VP2 entre serotipos. Respecto a los epitopes antigénicos mapeados sobre
VP2, DeMaula y col.®” describieron dos segmentos hidrofilicos entre los aminodacidos 199-213 y
321-346 donde hallaron multiples epitopes conformacionales neutralizantes. Por otro lado,
Caporale y col. ® reportaron mutaciones no sinénimas posiblemente responsables en perdida de

virulencia para Seg2 de VLA2, 4 y 9 en el rango de posiciones >/,

A diferencia de VP2, VP5 (codificada por el segmento 6) muestra mayores niveles de
conservacion pero tiene cierto grado de variacion que se puede reflejar en un analisis filogenético
comparativo, diferencias que denotan su posible origen geografico®***%. VP5 juntos con VP2,

forman los motivos globulares de la capside externa del virién. VP5 se ha descripto como una

27



proteina de penetracién de membrana, que media la liberacién de las particulas virales del
endosoma en el citoplasma. Mas aun, la conformaciéon de la VP5 es pH dependiente lo cual

permite la fusidn a membrana y formacién de sincicios’.

e VPS5
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= \/P6
= VP1 (POL)

@ \/p4 (CAP)

10 segmentos
o de ARNdc

Figura 1.4: Estructura del virién de VLA y sus segmentos codificantes. Aclaracién:
para la fecha de la figura, no estaba auln descripta NS4 (tomado de Mertens, Baylis,
Mellor, 2009).

VP3 y VP7 (codificadas en los segmentos 3 y 7 respectivamente) son proteinas mas
conservadas que las descriptas previamente. Estas poseen una naturaleza mayormente
hidrofébica. Como se dijo, son parte estructural del core del viridon y expresan en su estructura
primaria determinantes antigénicos grupo especificos. VP7 estd relacionada con la entrada del
virién a la célula del hospedador artrépodo en ausencia de VP2 o VP5. El complejo VP3/VP7
protege el complejo genoma viral ARNdc de la vigilancia intracelular previniendo la activacién de

produccién de IFN tipo | por sensores citoplasmaticos.**’*"?

VP1 (Segl), VP4 (Seg2) y VP6 (Seg9) forman el complejo de transcripcion. VP1 puede
sintetizar ARN desde primers Oligo(A) y actlia como la replicasa que sintetiza ARNdc desde cadena
positiva de ARN. EIl ARNm viral de transcripcidon temprana posee estructura de cap (metilguanosina
conectada al primer nucledsido) que lo estabiliza. Para el caso de VLA, VP4 cataliza todas las
reacciones necesarias para generar esa estructura. VP6 tiene actividad de unién a ATP y se ha

descripto actividad helicasa y actividad ATPasa RNA dependiente.®
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Las proteinas no estructurales muestran niveles mayores de conservacién, entre ellas
encontramos a NS1 (Seg5), NS2 (Seg8), NS3 y NS3A (Segl0), NS4 (Seg9). NS1 y NS2 son las
proteinas mas expresadas en las células infectadas mientras que NS3 y NS3A son apenas
detectables’. NS1 se ha descripto como formador de tdbulos intracelulares posiblemente
causales del efecto citopatico de VLA. Del mismo modo, NS1 resulta ser un buen inmundgeno y ha
sido utilizada como vacuna experimental a subunidad’’®. NS2 formar cuerpos de inclusion viral.
NS2 se une a ARNsc viral y estaria involucrada en el ensamblado viral”’. NS3 y su forma corta NS3A
estarian asociadas con la liberacion del virus por su actividad de viroporina®. NS4 estaria asociada
a la replicacién viral pero en un estadio celular antiviral aunque su rol no estd propiamente

descripto aun®.

1.5 Patologia
La LA, es una enfermedad primariamente de los ovinos que son los mas afectados y los

gue mas frecuentemente la manifiestan clinicamente. Los bovinos asi como otros rumiantes
también son susceptibles aunque en la mayoria de los casos la enfermedad no se manifiesta
clinicamente’®. De la misma manera, se ha detectado animales seropositivos en ejemplares
salvajes de especies tan distantes como elefante africano (Loxodonta africana), fiu azul
(Connochaetes taurinus), fiu negro (Connochaetes gnou), bufalo (Syncerus caffer), alcelafo caama
(Alcelaphus buselaphus), impala (Aepyceros malampus), antilope eland (Taurotragus oryx),
blesbok, gacela (Antidorcas marsupialis) y girafa (Giraffa camelopardalis).También Chita (Acinonyx
jubatus), leones (Panthera leo), perros salvajes africanos (Lycaon pictus), hiena manchada (Crocuta
crocuta), chacal (Canis spp.), jineta tigrina (Genetta tigrina), perro domestico (Canis familiaris) y

gato (Felis catus) y camelidos sudamericanos’**°

. Cabe destacar que para el caso de los carnivoros
seropositivos, el haber ingerido carne infectada con VLA y puede ser la causa de mostrar reaccion
seroldgica antes las pruebas diagnésticas’. De todos modos, todo animal que pueda ser infectado
por VLA y no mostrar signos clinicos es un potencial reservorio de virus, con las implicancias

econdmicas que esto conlleva.

En ovinos, tras la picadura de un Culicoide sp. Infectado, el VLA réplica primero en los

nodulos linfaticos locales y posteriormente induce una viremia primaria que se disemina en otros
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nddulos linfaticos, bazo, pulmdn, endotelio vascular y fagocitos mononucleares . El periodo de
incubacién es normalmente de 6-10 dias y la viremia aparece 3-4 dias después. El virus circula por
linfa o0 sangre y se asocia con células sanguineas, sobre todo con eritrocitos y plaquetas, y el virus
asociado con células mononucleares es el que disemina por todo el animal infectado. Mas tarde,
durante la viremia, el virus se asocia exclusivamente con eritrocitos®. Las particulas del virus
guedan secuestradas mediante invaginaciones de la membrana del eritrocito, permitiendo una
viremia prolongada no persistente, a pesar de la presencia de altos titulos de anticuerpos (Ac) que
lo pueden neutralizar® , de hecho se postula que de esta forma, la proteina viral VP2 se asociaria a
esas invaginaciones de la membrana del eritrocito, “escapando” de la presion del sistema
inmune®. La viremia en bovinos y ovinos puede ser de hasta 100 dias. El VLA infeccioso puede ser

detectado en sangre durante 35 a 60 dias, mientras que particulas virales, hasta 160 dias. De esta

misma manera, ARN viral puede ser detectado 145 dias post infeccion.®!

El cuadro clinico comienza por una subita fiebre (42,5°C), que puede durar 4-12 dias, y se
completa con depresidn, inapetencia, somnolencia, hiperemia e inflamacidon de las mucosas. Hay
congestion y edema facial, congestion en boca y nasofaringe, ulceracidon y hemorragias del tracto
gastrointestinal superior (en labios, boca, rodete dentario y ocasionalmente en lengua, eséfago y
rumen) con destruccién del endotelio vascular por el virus®. La salivacion excesiva se asocia a la
hiperemia de la mucosa bucal y nasal. En casos severos, se observan ulceraciones extensas
cubiertas de tejido necrético gris en el cojin dental y la superficie dorsal de la lengua. Puede haber
inflamacidn del rodete coronario y laminitis con la consiguiente cojera. También trastornos en el

desarrollo del velldn y perdida-rotura de lana hasta 3 semanas posteriores al proceso febril®".

Durante el curso de la enfermedad se presenta hipertermia, hiperemia y una inflamacién
ciandtica de la mucosa bucal (la lengua puede estar inflamada y de color azul) caracteriza el

cuadro clinico de los ovinos y da nombre a la enfermedad®.

El bovino se infecta facilmente, pero sélo un 2-10% de los casos manifiestan signos clinicos
de la enfermedad. El bovino es considerado reservorio del VLA a partir de los cuales la infeccidn
puede transmitirse a otros bovinos y rumiantes susceptibles, a través de vectores®. Ademas, los

bovinos son especialmente importantes en la epidemiologia de la enfermedad por el gran tamafo
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de la poblacién, su amplia distribucidon geografica y la frecuencia de movimientos a que son

sometidos’®.

La respuesta inmune contra el VLA se caracteriza por tener componentes tanto humoral
como celular. La respuesta humoral es a través de neutralizacidén viral mediada por anticuerpos,
aunque se desconoce el mecanismo exacto en que esto ocurre. Las Unicas proteinas virales de VLA
gue generan anticuerpos neutralizantes son VP2 y VP5, ambas, como se dijo anteriormente,
componen la cdpside externa del virién y son determinantes del serotipo viral. La proteina
dominante en cuanto a generacidn de anticuerpos neutralizantes es VP2, aunque algunos reportes
indican que este efecto se veria aumentado en presencia de VPS5, tal vez por la accién que esta
dltima tiene sobre la estructura terciaria de VP2'. Por otro lado, VP5 es capaz de generar

anticuerpos neutralizantes pero aunque estos no han sido profundamente estudiados®'.

1.6 Transmisidn

El VLA es transmitido biolégicamente por ciertas especies del género Culicoides (Fig. 1.5).
Aungue existen mds de 1400 especies de Culicoides en el mundo, solo en 6 de ellas (C. sonorensis,
C. imicola, C. fulvus, C. actoni, C. wadai y C. nubeculosus) se ha demostrado la transmision del

Virusl4,85-87

. No se ha encontrado aun evidencia de transmision vertical del virus en el hospedador
invertebrado. La transmisién vertical en vertebrados, aunque posible, no seria importante en la

epidemiologia de la infeccién®’. Hay poca evidencia de transmisién por contacto directo o
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Figura 1.5: Ciclo de transmisién del VLA en hospedador bovino (tomado de Purse et al. 2005).



indirecto®. El virus no es transmitido por carne, leche y derivados pero se debe remarcar que los

machos infectados con el VLA pueden eliminar el virus por semen durante el periodo de viremia. **

Se han identificado, hasta el presente 26 serotipos del virus®. Los serotipos presentes del
VLA en distintas regiones del mundo tienen caracteristicas viroldgicas diferentes y parecerian
mantenerse en ecosistemas estables®. A su vez, diferentes serotipos del VLA se encuentran en
distintas zonas geograficas aunque no hay una correlacién perfecta entre estas variables, ademas,
el creciente movimiento de animales y vectores estda homogeneizando la distribucion global de
serotipos®. Por otro lado, también se cree que la presencia de diferentes serotipos virales y

especies de Culicoides en diferentes areas sugeriria que la relacidn virus-vector es importante para
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Figura 1.6: Arriba: vector invertebrado, Género Cullicoides spp., Abajo: distribucion global de especies del vector
(tomado de Verwoerd, 2013).



determinar la incidencia de la enfermedad®.

La dispersion de los Cullicoides (Fig. 1.6) estad asociada con su transporte mediante el
viento, el cual lleva insectos infectados y no infectados de un lugar a otro dado que se sabe que los
Culicoides no vuelan grandes distancias. La ocurrencia de infeccién depende en parte del genotipo
del vector, la cepa de virus, el grado de viremia y factores ambientales *°. El periodo de incubacion
extrinseco (periodo entre la ingestién de sangre y la aparicion de virus en la saliva del insecto) es
de 1-2 semanas. La duracién de la viremia en el vertebrado infectado es un factor importante en la

transmision del virus.

Los factores ambientales afectan la dinamica de la infeccion a través de sus efectos sobre
la distribucidn y la densidad de la poblacion de vectores. Diferentes estudios han descripto una
asociacién de las temperaturas maxima-minima y la precipitacién pluvial con la prevalencia de

5,15,22
A

infeccién por el VL y la incidencia en bovinos asi como también la relacién entre la altura

sobre el nivel del mar vy la distribucién del vector hematdéfago.

En zonas de clima templado la transmisidn estacional ocurre hacia fines de verano y en
otofo. Las bajas temperaturas invernales suspenden el ciclo de transmisidon pero no lo cortan
definitivamente, ya que se ha observado que los mismos serotipos del virus del afio previo pueden
volver a aparecer. Esta persistencia del virus en la naturaleza se denomina invernada u
overwintering. Hay muchas teorias sobre la forma que el overwintering ocurre. El mismo se podria
dar de tres maneras: persistencia en la poblacién de vector; persistencia en la poblacién de
vertebrado; persistencia en un par vector-vertebrado no conocido. Para el primer caso, la
persistencia en el vector Cullicoide, la transmision vertical es poco probable por lo cual se cree que
tal vez una pequefia porcidon de la poblacién puede sobrevivir al invierno en condiciones de
refugio. En cuanto al hospedador vertebrado, se sabe que en bovinos, la viremia puede durar
hasta 100 dias, en ovinos por ejemplo es mucho menor, de modo que el ganado bovino podria
actuar como un particular reservorio de virus capaz de re infectar vector naive luego de la
invernada. Respecto a este punto, Takamatsu y col °* demostraron que en ovinos, un animal
puede ser seropositivo y avirémico pero infectado persistentemente por la presencia de viriones
infectivos en linfocitos T yd, asi, durante el invierno que corta el ciclo de vida del vector

competente, el vertebrado es reservorio de VLA. Luego de la estacién fria, una picadura del vector
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causa inflamacién cutdnea por la cual se reclutan células T y8. Entonces, por la interaccion de estas
células y fibroblastos cutdneos, y un mecanismo desconocido, el VLA contenido dentro de las
células T y3 se vuelve litico liberando viriones que pueden pasar al vector en un nuevo ciclo de
infeccion™*?2. Otro factor importante es la existencia de transmisién vertical transplacental, en
vertebrados infectados. En tercer lugar, se proponen sistemas de persistencia en invertebrados y
vertebrados no conocidos auln, en los cuales la virema deberia ser larga de modo de actuar como
reservorios. En Europa se postula que ciertos venados, o rumiantes salvajes podrian actuar como

893 an Africa ha sido detectada serologia positiva para

el vertebrado involucrado en este sistema
VLA en distintas especies de no-rumiantes®. Respecto al vector, se postula que posibles especies

no-culicoides podrian actuar como transmisores, tal es el caso de las garrapatas®.

En el noreste de Argentina, las especies predominantes de Cullicoides son C insignis, C
paranaensis y C venezuelensis *°. En el noroeste, Veggiani Aybar y col %, describieron la presencia
de C paraensis Goeldi y C lahillei iches como las especies mas frecuentemente encontradas en el
NOA. Otros reportes apuntan a Cinsignis y C pusillus como los ejemplares mas representativos del

, . . .z . 21,26,31,96-98 . R H ; H
género Culicoide en toda la regién sudamericana . VLA ha sido aislado de C insignis y C
pusillus en Centroamérica y el Caribe pero no en Sudamérica. Esto nos lleva a pensar acerca de la
importancia de estas abundancias relativas regionales y su relacién posible en la transmision de

VLA entre sus hospedadores vertebrados.

1.7 Diagnostico
Un diagndstico concluyente de la LA requiere de estudios serolégicos, deteccidn viral y el

aislamiento e identificacion del agente o de sus antigenos®*®°. El diagnéstico clinico puede ser
dificil, sobre todo en bovinos aunque es factible con casos tipicos de ovinos. Para la confirmacién
de un brote es preciso identificar el agente y el serotipo responsable, un factor fundamental desde

el punto de vista de la epidemiologia y comprensién de la incursion.

La identificacién del agente se realiza clasicamente mediante el aislamiento viral en huevo
de pollo embrionado y lineas celulares de mamifero o insecto, asi como la deteccidn de antigenos

especificos del virus. Estas ultimas son la fijacién del complemento, la inmunofluorescencia
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directa, el ELISA de captura de antigeno, la seroneutralizacidn y técnicas basadas en PCR, ya sea

| 75100103 1) 35 técnicas basadas en

mediante la clasica RT-PCR o empleando RT PCR en tiempo rea
PCR cuentan con una alta sensibilidad y especificidad, son las utilizadas en la actualidad para la

confirmacion de brotes, y permite diferenciar las cepas de campo de las cepas vacunales™.

Para estudios seroldgicos se utilizan pruebas tales como Inmunodifusidon en Geles de Agar
(IDGA), considerada desde 1982 por la OIE como la prueba estandar. Es de facil realizacién y de
bajo costo, pero falta de sensibilidad y especificidad, pudiéndose reemplazar por un ELISA
competitivo, mas aplicable por su mayor exactitud y adaptacién a rapidas pruebas convencionales

de laboratorio y tecnologia de lectura.

En presencia de casos clinicos de ciervos o bovinos, donde es dificil el diagndstico dado
gue la serologia muestra reacciones inespecificas o cruzadas, es importante contar con técnicas
basadas en RT-PCR, las cuales permite ademas, realizar estudios retrospectivos en muestras
congeladas™. Para el caso de respuesta ante un brote, las técnicas basadas en &cidos nucleicos
también son esenciales dada su sensibilidad y precision, aunen la determinacién de serotipos y

104

topotipos, en post de seleccionar un plan de vacunacion pertinente . En los ultimos afos, la PCR

en tiempo real ha sido la técnica mas adoptada en laboratorios de todo el mundo. Aunque su

costo sea mayor, tiene niveles de confiabilidad que la destaca sobre las otras’>'%%1%>1%,

1.8 Epidemiologia molecular
El VLA sin duda ha evolucionado y continda haciéndolo en respuesta a presiones selectivas

ejercidas por su hospedador vertebrado y por el invertebrado. La clave para entender la genética,
evolucidn y caracteristicas del VLA yace en la adquisicidon y secuenciacion completa de algunos

segmentos geondmicos o de genomas completos **°.

El Segmento 2 codifica para la proteina de la capside VP2 y posee el mayor grado de
variabilidad genética. VP2 es responsable de la neutralizacién viral y de la especificidad por
serotipo. VP2 probablemente se ve afectada por la presidn del sistema inmune en el hospedador
vertebrado. Cuando se realizan analisis filogenéticos, la variacién entre serotipos resulta en una

segregacion del virus por serotipos diferenciandose en los 26 clusters correspondientes (Fig. 1.7)
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Figura 1.7: Arbol filogenético reconstruido a partir de secuencias nucleotidicas del Seg2, mostrando las
relaciones entre los 26 serotipos de VLA. Los dvalos grises agrupan serotipos segln los nucleotipos definidc
para este segmento (Tomado de Maan, S. 2011)

SLULIZ Ademd3s, las secuencias de los 26 serotipos agrupan en 12 linajes evolutivamente distintos,

identificados como nucleotipos (de A a L), estos nucleotipos agrupan las secuencias de uno o
varios serotipos entre las cuales se ve reactividad cruzada en pruebas diagndsticas basadas en
serologia (Fig 1.8). La variacion inter serotipo oscila de 29% (VLA8 y VLA18) a 59% (serotipo 16 y
22). Secuenciacién y analisis filogenético de VP2 también revela variacion significativa entre cepas
del mismo serotipo, ubicadas en diferentes areas geograficas. Estas variaciones geograficas
definen principalmente dos linajes internos, Eastern y Western, definidos también como
topotipos''?, este patrén de separacidn por topotipo se ve reflejado en el andlisis de los otros

segmentos génicos.

La segunda proteina que causa alteraciones conformacionales en la capside externa y

cambios en las caracteristicas neutralizantes es la VP5. La misma contribuye con el reconocimiento
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de la célula hospedadora y el gen que la codifica (Seg6) es el segundo mas variable®. El andlisis de
secuencias correspondiente para la proteina viral 5 (VP5) muestra un patrén de separacién en
nucleotipos y una leve correlacion con el serotipo viral, como se dijo anteriormente, el serotipo
estd dado por la secuencia y estructura de la proteina VP2, aunque se cree que la accién de VP5

sobre la estructura de VP2 cumple un rol importante.

El core del virus estd compuesto por las proteinas VP3 y VP7. El andlisis de secuencias del
segmento que codifica para VP3 sugiere una genotipificacion viral basada en el origen geografico
del aislado”®, VP3 no presenta variaciones comparables con las proteinas de la capside externa por
lo cual su grado de conservacién puede guardar seiial filogenética mas profunda. VP7 estd
. ., , , . 36 .
involucrada en la unidn a las proteinas de membrana de la célula de insecto *°, por lo que existe
alguna leve relacidn entre especie de Culicoide y secuencia de Seg7. Recientemente en bibliografia
se ha abandonado esa idea y se utiliza la variacidn de Seg7 para rastrear el origen geografico de los

aislamientos del mismo modo que se realiza para VP3¥.

Entre los genes que codifican para proteinas no estructurales, el Seg5 (codifica para NS1)
es el mas conservado dentro de un serogrupo, pero difiere entre serogrupos. Por ello es ideal para

75,76

el diagnéstico del VLA . El gen S10 codifica para dos proteinas denominadas NS3 y NS3a. Este
gen también ha sido ampliamente analizado y utilizado para asociar su secuencia con
caracteristicas de agrupamiento geografico complementando la informacién dada por VP7 y VP3
S74ULUIIE Eh rasumen, la determinacion de topotipo asi como también, de origen de una cepa
aislada se realiza por andlisis de todos los segmentos posibles. Existe un sesgo en la informacion
disponible en bases de datos, por lo cual es necesario un andlisis de varios segmentos por
separado, esto nos brinda informacidn util para caracterizar un aislamiento®. Del mismo modo,
eventos de reasociacion génica llevan a la necesidad del andlisis de cada segmento por separado
para poder inferir eventos historicos de reasociacion por coinfeccién de dos cepas salvajes y/o

cepas vacunales.

Entonces, dado que la secuencia nucleotidica de los genes del VLA puede diferir con el

drea geografica del aislamiento™>'®. Es

posible con ella complementar los estudios
epidemioldgicos clasicos; este proceso se denomina genotipificacion 6 topotipificaciéon. El

desarrollo de la topotificacion como herramienta epidemiolégica depende de la adquisicién de
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distintas secuencias de aislamientos del VLA de diferentes regiones del mundo®. Por ultimo, cabe
mencionar que se ha comprobado que los segmentos de VLA evolucionan de manera
independiente mediante efecto fundador y deriva génica, sobre todo aquellos genes que no estan

bajo presion de seleccion del sistema inmune™**.

Figura. 1.8: Esquema de las relaciones entre serotipos de VLA. El grosor de cada linea que conecta dos
serotipos representa el diferente grado de relacidn seroldgica. Los dvalos grises representan los diferentes
nucleotipos definidos por andlisis filogenéticos. En esta figura no se definen los serotipos 25 y 26, asi como

sus nucleotipos asociados dado que al momento de publicarse, éstos no estaban descriptos (tomado de
Mertens, Baylis, Mellor, 2009).

1.9 Prevencion y control
La prevencion y control para LA estdn dirigidos a atenuar el impacto econédmico que la

enfermedad tiene sobre regiones y/o paises en los que esta declarada la presencia del virus. No
hay terapias especificas para animales infectados. Terapias sintomaticas se basan en buen trato al

animal afectado, su estabulado y posible administracién de ciertas drogas no esteroideas. El
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bloqueo inmediato de comercio de animales de paises con LA declarada es el primer y prioritario
paso, seguido por el monitoreo de establecimientos que puedan contener al VLA. La Inmunizacién
profilactica es un factor a ser tenido en cuenta dado que puede prevenir o mitigar los efectos del

virus en un ecosistema ***%,

Segun el Consejo de la Unidn Europea, en caso de detectase LA, tres zonas de restriccion
se definen, una zona de 20 km de radio alrededor del foco infeccioso y luego una zona de

proteccidén y una zona de vigilancia juntas o a 150 km de radio alrededor del foco.

Para la prevencion y control no hay que desestimar las medidas a tomar respecto a la
exposicion de los animales susceptibles al vector transmisor Culicoide. Asi, practicas como evitar la
estancia de animales en pastizales hUmedos de tierras bajas, encierro de los mismos durante la
noche, esquila de ovinos en verano y el uso de repelentes contra insectos constituyen un factor

importante aunque no suficiente para la prevencion de la transmisién de la enfermedad.

1.10 Vacunas
La inmunizacion profildctica de los animales susceptibles es la medida de control mas

practica y eficaz en cuanto a costo y efectividad real. Los principales propdsitos de la vacunacion

contra VLA son:

1. prevenir la enfermedad
2. limitar la dispersién del virus
3. permitir la erradicaciéon de la enfermedad en un drea o regidn

determinada mediante la reduccién de la circulacién viral y
4. permitir el movimiento de animales susceptibles entre zonas afectadas y

zonas libres.

Actualmente, las Unicas vacunas comercialmente disponibles son atenuadas o
. . 1 .. ;e ..y .
inactivadas®. Como se dijo antes respecto a las caracteristicas del virién y la respuesta inmune
asociada a la infeccién de VLA, la respuesta es dependiente del serotipo aunque hay una minima

proteccidn cruzada. Por esto, el disefio y/o uso de vacunas debe ser en funcién del conocimiento
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de la existencia de multiples serotipos, tal vez poco relacionados presentes en una putativa zona
de conflicto. Del mismo modo, las vacunas deben presentar un nivel de seguridad asociado a cada
tipo de estrategia de obtencidn (atenuacidn o inactivacion) y por ultimo, idealmente se pretende

luego e la vacunacidn, poder diferenciar animales vacunados de animales infectados naturalmente

(vacunas DIVA, de sus siglas en inglés: “differentiation of infected from vaccinated animals”).

Las vacunas atenuadas han sido y contindan siendo usadas para la inmunizacién
preventiva de ovinos y bovinos'®’. La primera vacuna para el VLA reportada fue producida por
Theiler y col. a principios del siglo XX, ésta fue lograda a través de sucesivos pasajes en ovinos de
una cepa serotipo 4. Esta vacuna basada en virus atenuado fue protectiva contra el mismo
serotipo 4 y contra aquellos serotipos que presentan reactividad cruzada con el VLA-4. Desde el
punto de vista pragmatico, fue adoptada y utilizada por productores sudafricanos por casi 40 afios’
entre 1907 y 1943 y se cree que unas 50 millones de dosis fueron aplicadas en ese periodo
temporal’®. La experimentacién basada en este tipo de vacunas llevd a Theiler a conocer la
existencia de distintos serotipos para el VLA. Hacia mediados del siglo XX, Theiler condujo pruebas
de desarrollo de vacunas multivalentes producidas por adaptacidn de virus en embrién de pollo y
luego cultivo celular constituyendo las bases de las vacunas multivalentes usadas en la actualidad.’
Algunas de las vacunas de este tipo han sido aprobadas para su uso dentro de la Unién Europea

(UE) y de hecho, su uso ha sido declarado en paises como Espafia, Italia y Francia®.

En la actualidad, las vacunas atenuadas son producidas por adaptacion de los aislados de
campo al crecimiento in vitro, mediante el pasaje del virus en cultivos celulares o huevos de pollo
embrionados. Las vacunas atenuadas son econdmicas de producir e inducen inmunidad protectiva
luego de una Unica inmunizacién/vacunacién y han probado ser efectivas en prevenir la
enfermedad en las distintas areas donde se han usado. Por otro lado, las vacunas atenuadas son
dificiles de controlar en cuanto a su grado de atenuacién, en especial para ciertas razas de
rumiantes, por esto, su uso aumenta la probabilidad de que ocurran reasociaciones entre las cepas
vacunales o entre la vacuna y el virus wild type, pudiendo generar nuevas cepas en la progenie con

caracteristicas bioldgicas/ecoldgicas emergentes, diferentes de las cepas que le dieron origen.

Se ha demostrado que vacas inmunizadas con dichas vacunas desarrollaron una viremia

suficientemente alta como para infectar Culicoides competentes y la transmisién natural de cepas
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vacunales fue confirmada™’**.

Las vacunas atenuadas pueden también presentar efectos
teratogénicos en ovejas y vacas. Adicionalmente, no existe la posibilidad de diferenciar animales
vacunados de infectados con el uso de vacunas atenuadas ", caracteristica antes enunciada como
DIVA. También, el uso de vacunas atenuadas en ovinos lactantes ha demostrado que provocan

baja de produccidn lechera asi como malformaciones para ovejas prefiadas®

Segun los reportes oficiales, el mayor fabricante de vacunas de este tipo es Onderstepoort
Biological Products (Republica de Sudafrica). Las vacunas alli producidas han sido ampliamente

utilizadas en la region sudafricana y en brotes en la zona del Mediterraneo.

Las primeras vacunas inactivadas para VLA utilizadas en Europa fueron contra el serotipo
2, luego contra el serotipo 4 y también, una formulacidn bivalente contra ambos serotipos®. Entre
las ventajas de este tipo de vacunas, se puede destacar que no hay replicacién viral, no inducen
viremia, no hay peligro de reversién de la virulencia, se podrian diferenciar animales vacunados de
los infectados naturalmente y su utilizacién en bovinos ha demostrado ser eficaz y se elimina el
peligro de la infeccién fetal. Savini y col**! han mostrado la eficiencia de una vacuna inactivada
contra VLA serotipo 16 capaz de inducir inmunidad protectiva en ovejas. La eficiencia de una
vacuna bivalente (VLA2-VLA4) también ha sido reportada en bovinos'?’. Ensayos en ovejas y
bovinos con vacunas inactivadas para el serotipo 2, 4 o ambos juntos han inducido una respuesta
inmune protectiva. La inmunogenicidad de este tipo de vacunas depende de la dosis de virus, la
cual debe ser significativamente superior a la necesaria en las vacunas atenuadas’?. En
consecuencia, son necesarias multiples dosis en presencia de adyuvante para lograr la inmunidad
deseada. Esto lleva necesariamente a un aumento del costo de produccién y el manejo de

enormes cantidades de virus.

Desde el afio 2005, las vacunas inactivadas mas efectivas estuvieron disponibles para su
mayor uso y fueron incluidas en campafias europeas de vacunacion, dirigiéndose a ganado ovino y
bovino. Se calcula que desde los brotes de VLA serotipo 8 en el norte de Europa, 100 millones de
animales fueron vacunados resultando en una baja de incidencia considerable®. Estas
observaciones impulsan el desarrollo de vacunas recombinantes, no infecciosas como alternativa a

las vacunas convencionales.
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En las ultimas décadas, se han desarrollado ciertas vacunas a subunidad para el VLA

124130 Algunos reportes han sido publicados acerca de

incluyendo VLPs producidas en baculovirus
vacunas basadas en subunidades viricas, la mayoria de ellos hacen hincapié en el uso de VP2 como
principal antigeno dado que como se menciond anteriormente, la proteina VP2 contiene los
principales epitopes neutralizantes. Inmunizaciones con VP2 producida tanto en sistema
bacoluviral como en levaduras (Pichia pastoris) han mostrado proteccién ante un desafio viral
homologo para el caso del sistema de baculovirus o inmunogenicidad para el caso de Pichia

125,131

pastoris . Ovejas inmunizadas con VP2 sola o formando VLPs, producidas en baculovirus,

fueron capaces de generar anticuerpos neutralizantes y proteccién al desafio viral'>.

La co-expresion de VP2 y VP5 para formar VLPs o en combinacién con proteinas del core,
ha mostrado potenciar la respuesta de anticuerpos neutralizantes en ovejas™2 En el mismo campo
de VLPs (VP2, 5, 3y 7) y CLPs, (VP3 y 7) se han reportado ensayos de inmunizacion en ovinos
mostrando gran efectividad, aun siendo comparadas con las vacunas a subunidad antes

129133134 i pien las VLPs son seguras desde el punto de vista bioldgico, han mostrado

mencionadas
eficiencia inconsistente al utilizarlas en ensayos a campo. A su vez, las dificultades con la
produccién comercial, el costo y estabilidad a largo plazo hacen que no sean candidatas para usar

de modo extensivo.

Los vectores virales han sido explorados como inmundgenos experimentales con
resultados variables. Wade-Evans®®> ha reportado que la expresién de VP7 por capripox
recombinante puede generar una respuesta humoral, aunque parece no prevenir la replicacion
viral en ovinos. Boone y col**® desarrollaron una vacuna basada en canaripox recombinante que
co-expresa las proteinas VP2 y VP5. Ovejas inmunizadas con esta vacuna desarrollaron altos titulos
de anticuerpos neutralizantes y resultaron resistentes frente al desafio viral. También, expresién
de diferentes combinaciones de VP2, 5, 7 y 3 en sistema capripox recombinante ha mostrado

buenos niveles de proteccidn ante el desafio viral en ovinos y/o caprinos 2**371%8,

Se ha observado que el nivel de anticuerpos neutralizantes no era siempre correlativo al
nivel de proteccidon frente a VLA y mads aln, algunas vacunas podian presentar proteccién en
ausencia de anticuerpos detectables contra VLA. Se ha descripto que Linfocitos T citotdxicos (LTC)

podrian participar en la proteccién contra VLA, que el reconocimiento por estas células no estd

42



limitado solo a los antigenos predominantes de la respuesta humoral antes descriptos (VP2 y VP5),
sino que para la respuesta por LTC estaria gatillada ademas por las proteinas del core interno y las
proteinas no estructurales®. De hecho, Andrew y col *° demostraron que VP2 y NS1 son las

proteinas mayormente inmunogénicas para LTC en ovinos.

Estd demostrado que tanto la produccion de anticuerpos neutralizantes como la
activacion de linfocitos T citotdxicos (CTLs) son responsables de generar una respuesta inmune

63,117,140

protectiva y que los CTLs son capaces de eliminar el virus de células infectadas . Jeggo y col.
mostraron que no existe correlacion entre el grado de proteccion y el nivel de anticuerpos
neutralizantes inducidos por la vacunacién con virus vivo, aun cuando el virus vacunal y el de
desafio son del mismo serotipo ®'. Esto implica que, aunque los AN juegan un rol en la proteccion
existen otros factores o mecanismos involucrados. Los genes VP2 y NS1 estan descriptos como los
principales inmundgenos para CTLs, mientras que los genes VP7, VP5 y VP3 son menos

relevantes®'®.

La obtencién de vacunas a partir de subunidades recombinantes del patégeno, en
cualquier sistema, tiene como principal limitacidon la baja inmunogenicidad de los productos
recombinantes obtenidos y, por tanto, suelen ser necesarias dosis vacunales muy elevadas y
repetidas para igualar la respuesta inmune obtenida con las vacunas convencionales (inactivadas y

128130141 " Fn consecuencia, los costos de produccién de las vacunas de subunidades

atenuadas)
recombinantes son muy elevados en comparacidn con los de las vacunas convencionales y por

tanto muchas de ellas no llegan al mercado en la actualidad.

Con el fin de mejorar la inmunogenicidad de las vacunas a subunidades se han evaluado
distintas alternativas. Una de ellas se basa en el empleo de moléculas capaces de dirigir antigenos

vacunales a células presentadoras de antigeno en ratones.

El direccionamiento de antigenos a células presentadoras de antigeno (CPA) es una
estrategia prometedora que permite aumentar la eficacia de una vacuna'®. Las moléculas
presentes en la superficie de las células dendriticas (CDs) son esenciales en el reconocimiento,
activacion de dichas células y en el comienzo y regulacidon de la respuesta inmune. Se han

obtenido resultados prometedores mediante el direccionamiento de antigenos a una gran
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variedad de moléculas presentes en la superficie de CDs, entre ellas: DEC-2053, DCIR2™,
Dectina-1'**, Clec9A™®, €D11, MHCII* y DC-SIGN*2. Las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) clase Il, son glicoproteinas de membrana polimodrficas y estan
involucradas en la presentacion de antigenos fordneos al sistema inmune. Estd reportada la
caracterizacion de un epitope presente en la cadena 3 de la molécula DR del CMH Il porcino, el
cual, se encuentra conservado en otras especies, entre ellas, humanos, ratones y bovinos*®. El
disefio de un anticuerpo recombinante de simple cadena (scFv) dirigido contra este epitope,
fusionado a un péptido derivado de la proteina VP2 del parvovirus canino o a la proteina del virus

de la fiebre hemorragica del conejo, fue capaz de inducir una respuesta de Acs superior a la

obtenida con los antigenos solos™’.

El desarrollo de vacunas recombinantes expresando antigenos inmunorelevantes vy
optimizando su presentacidn al sistema inmune constituye una estrategia factible para generar

una vacuna con la eficacia deseada.
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2. HIPOTESIS

45

La obtencién de secuencias originales de aislados argentinos del Virus de la Lengua Azul
permite analizar las caracteristicas genéticas de los mismos.

Es posible inferir el origen geografico de los aislados argentinos de VLA a partir de la
secuenciacion de varios segmentos de su genoma.

La proteina VP2 del Virus de la Lengua Azul constituye un inmundgeno eficaz para el
desarrollo de una vacuna recombinante a subunidad.

La vacuna a subunidad expresada en células de insecto es capaz de generar respuesta de
anticuerpos en un modelo experimental y en el hospedador natural.

El direccionamiento de la proteina VP2 a células presentadoras de antigeno es capaz de
potenciar la respuesta de anticuerpos en comparacién con la vacuna que contiene dicha

proteina sin direccionamiento.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

. Realizar un estudio epidemiolégico-molecular de los aislados de VLA argentinos.
. Desarrollar una vacuna recombinante a subunidad para el VLA y evaluar la respuesta

inmune inducida.

Objetivos especificos

° Obtener la secuencia codificante de los segmentos 2, 3, 6, 7 y 10 del VLA de los aislados
nacionales.
. Secuenciar los genes obtenidos a fin de confirmar el serotipo de los aislados y realizar

analisis filogenéticos y genealdgicos utilizando también secuencias disponibles en bases de datos.
. Expresar la proteina VP2 sola y fusionada a la molécula APCH en células de insecto

utilizando el sistema baculovirus recombinante.

. Detectar y caracterizar las proteinas quiméricas.
. Evaluar la respuesta inmune inducida por las proteinas recombinantes en cobayos vy
bovinos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencion de muestras

Al momento de empezar el trabajo propuesto en la tesis, se contaba con 3 aislamientos
argentinos del VLA, obtenidos por Lager y col’ disponibles en la coleccién del Instituto de Virologia
del Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas, Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, Castelar. Dichas muestreas se obtuvieron en un muestreo realizado en
la provincia de Misiones entre junio de 1999 y agosto de 2000. Durante ese ensayo, bovinos
centinela fueron muestreados mensualmente y los sueros fueron analizados mediante un ELISA
competitivo, hasta el momento de su seroconversidn. Globulos rojos de los animales
seropositivos fueron utilizados para el aislamiento viral mediante el pasaje por Huevo de Pollo
Embrionado y cultivo de células BHK21°. El aislamiento fue confirmado por efecto citopatico sobre
monocapa de células BHK21 y por Inmunofluorescencia indirecta. Posteriormente, se enviaron los
virus al Animal Health Institute (Pirbright, Inglaterra) donde se caracterizaron como serotipo 4
mediante RT-PCR y microseroneutralizacién. Estos tres aislamientos se denominaron
4/ARG/99/2001, 4/ARG/102/2001 y 4/ARG/829/2001, aplicando esta nomenclatura para el resto

de los analisis, siguiendo un orden: serotipo/pais de origen/cddigo interno/afio de muestreo.

Ademas de estas tres muestras disponibles en el Instituto, se logré aislar VLA en dos
oportunidades mas, en el afio 2007 y en 2009. Dichas muestras provinieron de animales
seropositivos detectados por el servicio de diagndstico del Instituto de Virologia, CICVyA, INTA.

Ambas muestras fueron provenientes de la provincia de Corrientes, Argentina.

Para ambos casos, el animal se detecté como seropositivo mediante las técnicas IDGA y
ELISA (ver 4.2) en el servicio de diagndstico del Instituto de Virologia, CICVyA, INTA, Castelar.
Inmediatamente luego de confirmar los resultados de IDGA y ELISA, se pidié al productor/duefio
del animal diagnosticado, sangre entera con anticoagulante para efectuar una RT-nPCR

diagndstico para confirmar la presencia de ARNdc viral (ver 4.2.2).

Posteriormente, la misma sangre fue utilizada para el intento de aislamientos utilizando

células C6/36 y BHK21. Este procedimiento esta descripto en 4.3. Al momento de apreciar un EC
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considerable en células BHK21, para confirmar la presencia de VLA se efectud la RT-PCR anidada

descripta en 4.2.2. Del mismo modo, se comprobé la presencia de VLA por Inmunofluorescencia.

4.2. Pruebas diagndsticas

4.2.1 Pruebas serologicas
En primera instancia, las muestras de suero se testearon por Inmunodifusiéon en Gel de

Agarosa (IDGA), se procedié segun las recomendaciones del fabricante para detectar anticuerpos
anti VP7, proteina del core interno viral. El ensayo se realizé utilizando el kit Bluetongue Virus

Antibody Test Kit (VMRD, Pullman, WA, EEUU).

Los animales positivos para IDGA se testearon por ELISA de competicién (Bluetongue Virus
Antibody Test Kit, cELISA, VMRD, Pullman, WA, EEUU) bajo protocolo propuesto por fabricante,

en este caso también se ensayd la presencia de anticuerpos contra VP7 de VLA.

4.2.2 RT-nPCR
A partir de sangre entera con anticoagulante se efectué una RT-nPCR diagndstico

recomendada por OIE*. Previo a la RT-nPCR se debid obtener el ARNdc viral. Para esto se utilizo el
kit RNA Extraction kit (Qiagen, EEUU) siguiendo las especificaciones del fabricante. La RT-nPCR
detecta presencia de ARNdc viral, amplificando de manera anidada el Segmento 5 codificante
para la proteina NS1. Para este test se utilizaron los primers BTNS1-9R
(GTTCTCTAGTTGGCAACCACC), BT10NS1-402 (TTCACGGCTTCATCCATCATCC), BTNS1-8R:
(CACCACAATGGACTTGCAGTCA), BTIONS1-325: (GACATCCTCCTCGTATGGTTGG).

Se colocd en los tubos 10 ul del ARN extraido, 3 ul H20, 1 ul DMSO, 1 pl de cada uno de los
Oligonucledtidos de la primera ronda de amplificaciéon (BTNS1-9R y BT10NS1-402L). Se incubé a
952C por 5 minutos (en el termociclador, ver Tabla 4.1) y se colocé inmediatamente en hielo (0°C)

por 5 minutos. Luego se agrego 9 pl de la mezcla de RT a cada tubo.
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Retrotranscripcién

Reactivos Volumen (pl)
H20 libre de RNAsas 1.25
Buffer MMLV 5X (Promega) 4
DTT 0.1M 2
dNTPs 5mM 1
RNAsin (Promega) 10UE/ul 0,25
MMLV-RT (promega) 200 UE/ul 0,5
Volumen Total 9

Tabla 4.1: Mezcla de reaccion para retrotranscripcion

La reaccion de retrotranscripcion se realizd segun el siguiente esquema: 42°C por 60

min, 95°C por 5 min, 4° hasta guardar a -20°C.

PCR
Reactivos Volumen (pl)
H20 libre de RNAsa 11,75
Buffer Taq 5X (promega) 5
Mg++ 25 mM 1,5
dNTPs 5 mM 0,5
Primer 1 - 100ng/ul 0,5
Primer 2 - 100ng/(l 0,5
cDNA 5
Taq Pol (Promega) 2,5 UE/pl 0,25
Volumen final 25

Tabla 4.2: Mezcla de reaccion para reaccion de PCR
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Ciclado de PCR

Proceso Tiempo (minutos) Temperatura
Desnaturalizacion inicial 3 94 °C
Desnaturalizacion 0.5 94 °C
35 ciclos
Hibridacion 0.5 58 °C
Extensién 1 72 °C
Extension final 7 72 °C

Tabla 4.3: Condiciones generales de reaccién de PCR

La segunda ronda de reaccion se realizé de la misma manera pero utilizando el
segundo set de primers. A continuacién, la tabla 4.4 muestra ambos pares utilizados. Los
productos de amplificacidon obtenidos de la primera y segunda ronda se conservaron a -20°C

hasta su utilizaciéon

Ronda de amplificaciéon de nPCR Par de primers utilizados

Primera ronda de amplificacion Primer 1 BTNS1-9R (100 ng/ul)

Primer 2 BT10NS1-402L (100 ng/ul)

Segunda ronda de amplificacion Primer1 BTNS1-8R (100 ng/ul)

Primer 2 BT10NS1-325L (100 ng/ul)

Tabla 4.4: Detalle de primers utilizados en cada ronda de RT-nPCR
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Los productos de amplificacién obtenidos al cabo de la segunda ronda, fueron
sometidos a una corrida electroforética en gel de agarosa 2% a 100V durante 40 minutos en
buffer TAE 1X (Trizma® base 89 mM, EDTA 2 mM pHS8, y acido acético (89 mM)). La visualizacion
del producto de PCR se realizd con el agregado de Bromuro de Etidio (5 mg/ml) al momento de
preparar el gel de agarosa. El ensayo fue considerado valido cuando el control positivo y el
control de amplificacién mostraron una banda del tamafio apropiado (393 pb para el primer
round y 217 pb para el segundo round). En los controles sin templado de la RT y de la PCR no

debian observarse bandas

4.3. Aislamiento viral.
Las muestras de sangre entera con anticoagulante fueron centrifugadas a 1000 g, se

separd la fase de plasma y se lavaron los gldbulos rojos con buffer PBS 1X, se repitio el lavado

dos veces, se fraccionaron los glébulos rojos y se guardaron en ultra freezer a -80°C.

4.3.1. Cultivo celular en células C6/36 (Aedes albopictus, ATCC CRL1660)
Se inocularon de 300 a 500 pl de glébulos rojos sobre un cultivo de células CRL1660

(C6/36 ATCC™®) de Aedes albopictus con una confluencia del 80%, en frascos de poliestireno T25
(25 cm?). La sangre se incubd 60 min a 28°C para la adsorcidn del virus y se lavé dos veces con 3
ml de una mezcla 1:1 de medio MEM E (Invitrogen) y medio MEM D (Invitrogen) para eliminar el
sobrante de sangre. Una vez hechos los lavados, se agregd medio MEM E+D, con Piruvato de
Sodio 1X (Invitrogen) y Suero Fetal Bovino (SFB) (Internegocios) al 10%. Se incubé por 5 dias en
estufa a 28°C. Al 5to dia, se congeld y descongeld el frasco de cultivo, se cosechd el
sobrenadante y se clarificé centrifugando el mismo a 1000 g por 5 min. El clarificado obtenido
en el paso anterior sirvié de inéculo para un nuevo pasaje ciego sobre células C6/36 (CRL1660
ATCC). El segundo pasaje se realizé inoculando de 300 a 500 pl del clarificado sobre células

C6/36, y se procedid de igual manera que para el primer pasaje.
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4.3.2. Cultivo celular en células BHK21
Se utilizd como indculo el sobrenadante clarificado del segundo pasaje ciego en células

C6/36. Se inocularon 300 a 500 pl de este sobrenadante clarificado sobre un cultivo de células
BHK21 a una confluencia de un 80%. Se adsorbid el cultivo por 60 minutos a 37°C con una
atmosfera de 5% de CO, junto con 500 pl de MEM D (invitrogen) + 3% SFB. Luego del tiempo de
adsorcién, se llevé a volumen segun el frasco utilizado. Este cultivo se incubd en las mismas
condiciones que la adsorcion por 5 dias (en caso de no observar EC antes). Este procedimiento
se repitid 3 veces hasta tener un EC caracteristico de VLA en BHK21. En cada paso el
sobrenadante se cosechd de igual manera que para las células C6/36, por

congelamiento/descongelamiento y clarificado por centrifugacion.

4.4. Mantencion de stock viral y titulacion viral
Los stocks virales se mantuvieron por amplificacion/pasaje de virus sobre cultivos de

células BHK21.

La titulacion de VLA se realizd por observacion de efecto citopatico sobre cultivo celular,
brevemente: los sobrenadantes de cultivo fueron clarificados y preparados en diluciones
seriadas en base 10 en MEM-D (GIBCO BRL) suplementado con 2% de SFB e inoculadas sobre
monocapas de células BHK21 a una confluencia de 50% en placa de 96 pocillos. Se incubd
durante 5 dias a 37 9C, en atmdsfera de 5% CO2. El titulo viral final se determiné por

observacién de pocillos con efecto citopatico y la metodologia de Reed y Muench™*.
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4.5. Amplificacion de secuencias

4.5.1. Extraccion de ARN.
A partir de los sobrenadantes de cultivo viral en BHK21 que mostraron EC se extrajo

ARNdc viral utilizando el reactivo TRIZOL (Invitrogen), segin recomendaciones del fabricante.
Brevemente: 200ul de sobrenadante de cultivo celular infectado con VLA se mezclaron con 1 ml
de TRIZOL, y se incubaron a 5 minutos a temperatura ambiente (Tamb.). Se agregaron 200 pl de
cloroformo. Se incubd 3 minutos a T° amb. Se centrifugd a 12.000 g 15 minutos a 4°C. Se tom¢ la
fase acuosa y se agregd 500 pl | de isopropanol + glicégeno (1 ug). Se incubd 10 minutos a T°
amb. Se centrifugd a 12000 g 10 minutos a 4°C. Se lavd el pellet con 1 ml de etanol 70%. Se
centrifugd a 7.500 g 5 minutos a 4°C. Se elimind el etanol, se secd el pellet y se resuspendié en
H20 libre de ARNasas + Inhibidor de ARNasas (RNAsin, Promega). El ARN obtenido se conservo a
-80°C. Dicho ARN se utilizd6 como templado para la retrotranscripcidn y posterior amplificacion

por PCR.

4.5.2. Reacciones de RT-PCR y PCR para amplificacion del genoma del VLA.
A partir del ARNdc obtenido tanto por reactivo TRIZOL como por columnas de

extracciéon (High Pure RNA isolation kit, Roche) se procedié a amplificar los segmentos de
interés. En primera instancia, se prepard la mezcla de desnaturalizacion del ARNdc e

hibridacion de primers disefiados:

53



Mezcla de desnaturalizacion de ARN

Reactivos Volumen (pl)
H20 8
DMSO 1
Primer 1 (1 ug/ul) 1
Primer 2 (1 (g/(l) 1
RNA 5
total 11

Tabla 4.5: Reaccidn para paso de desnaturalizacién de ARN
Ciclado: 95°C 5 minutos, 0°C 5 minutos.

Luego se procedié con la reaccidn de retro transcripcidon para obtener ADNc a partir
del ARNdc mediante la utilizacion de la enzima MMLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase Promega™, WI, USA). En las tablas 4.5, 4.6 y 4.7 se detalla el esquema

general para este paso.

RT-PCR:
Reactivos Volumen (ul)
H20 0,25
Buffer MMLV 5X (Promega) 5
DTT 0.1M 2
dNTPs 5mM 1
RNAsin (Promega) 10UE/ul 0,25
MMLV-RT (promega) 200 UE/pl 0,5
Volumen Total 9

Tabla 4.6: Mezcla de reaccion para retrotranscripcidon

Esta mix de RT-PCR se agregd a cada tubo de ARN+Primers desnaturalizados. Para cada

combinacion de primers, se agregd un control negativo que en lugar de ARN tenia H,0.

El ciclado constd de 60 minutos a 42°C y 5 minutos a 95°C.
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En la tabla 4.5, 4.6 y 4.7 se muestra el esquema general para las reacciones de PCR
llevadas a cabo, para cada mezcla conteniendo un par especifico de primers se agregd un

control negativo de la reaccidn el cual contenia 5 ul de H,0 en vez de ADNc.

Reactivos Volumen (pl)
H20 libre de RNAsa 11,25
Buffer Tag 5X (promega) 5
Mg++ 25 mM 2
dNTPs 5 mM 0,5
Primer 1 (1 pg/ul) 0,5
Primer 2 (1 ug/ul) 0,5
cDNA 5
Taq Pol (Promega) 2,5 UE/pl 0,25
Volumen final 25

Tabla 4.7: Mezcla de reaccion de PCR
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El modelo de ciclado general se detalla a continuacién y en la tabla 4.9 se especifican

diferencias para cada segmento:

Proceso Tiempo (minutos) Temperatura
Desnaturalizacion inicial 5 95 °C
Desnaturalizacién 1 95 °C
35 ciclos
Hibridacion 1 55 °C
Extensién 1 72 °C
Extension final 7 72 °C

Tabla 4.8: Condiciones de ciclado la PCR

Detalle de cambios en temperaturas de hibridacién para cada segmento:

Segmento Temperatura de hibridacion observaciones
2 55 °C Idem tabla 4.8
3 55°C Idem tabla 4.8
6 55 °C Idem tabla 4.8
7 55°C Idem tabla 4.8
8 61°C-47 °C Gradiente de temperaturas
9 61°C-47 °C Gradiente de temperaturas
10 52°C Idem tabla 4.8

Tabla 4.9: Detalle de variaciones para ciclados especiales respecto a tabla 4.8.

56



4.5.3 Electroforesis en gel de agarosa
Los productos de amplificacion obtenidos fueron sometidos a una corrida

electroforética en gel de agarosa 1% a 100V durante 40 minutos en buffer TAE 1X (Trizma®
base 89 mM, EDTA 2 mM pH8, y 4cido bdrico (89 mM)). La visualizacidn del producto de PCR
se realiz6 con el agregado de Bromuro de Etidio (5 mg/ml) al momento de preparar el gel de
agarosa. Posteriormente se procedié a escindir la banda correspondiente bajo luz UV y se
purifico el amplicén utilizando el kit GE-GFX Gel Band Purification kit (GE Healthcare

lifescience, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

4.6. Secuenciacion
El ADN purificado fue cuantificado por nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

Para cada reaccion de secuenciacion fueron enviados 80 ng al servicio de secuenciacion del
CICVyA-INTA-Castelar. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un equipo de secuenciacidn
automatica de 16 capilares ABI PRISM 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Para obtener cada segmento se utilizaron primers especificamente disefiados (ver tabla
A1), los mismos primers fueron empleados para la secuenciacion, desde el extremo 5° asi
como también desde el extremo 3°. En la tabla Al se detallan los cebadores utilizados para la
secuenciaciéon de los segmentos gendmicos. Para el caso de los segmentos para los cuales no
se llegaba a barrer el total del largo de secuencia, se disefiaron primers de modo de efectuar
un caminado génico. Brevemente: una vez obtenida la primera secuencia, se disefid un
cebador que hibridaba y amplificaba hacia el limite de ésta y permitia en una nueva ronda de

secuenciacion alcanzar nucleétidos que no se secuenciaron en la primera reaccion.

Los cromatogramas obtenidos fueron revisados con el fin de controlar las
indeterminaciones propias de la técnica. Una vez curadas las secuencias, se armaron los

continuos de secuencias utilizando el software BioEdit 7.1.3.0 >,
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4.7. Analisis filogenético de distancias

4.7.1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas
Para preparar las matrices a utilizar para el analisis filogenético, se procedié a efectuar

los alineamientos multiples de secuencias, para ello se utilizaron las secuencias obtenidas de
aislamientos argentinos con el agregado de secuencias de referencia y secuencias de
aislamientos de todo el mundo, estas dos ultimas, disponibles en GeneBank (NCBI web). El
alineamiento se realizd con el programa BioEdit, utilizando el subprograma de algoritmo
CLUSTALW™2. De este modo se construyeron matrices para cada segmento a analizar, Seg2, 3,

6,7y 10.

4.7.2. Reconstruccion de arboles filogenéticos.
Las matrices generadas en 4.7.1, fueron utilizadas para la reconstruccién de arboles

filogenéticos por métodos de distancia (Neighbor-Joining) con el programa MEGA5 3. Las
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método “maximun composite likelihood” ™.
Los soportes de nodos de todos los arboles obtenidos se estimaron mediante la metodologia
Bootstrapping (1000 réplicas de re muestreo para cada analisis). La visualizacién de los arboles
obtenidos fue realizada con el software Figtree. Posteriormente este programa sirvié para

exportar el grafico y asi, ser editado en Adobe Photoshop CS5.

4.8. Analisis filogenético de maxima verosimilitud

4.8.1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas
En este segundo analisis filogenético, se procedié a usar un mayor nimero de taxas y

métodos probabilisticos de reconstruccién génica mas exhaustivos que los métodos de
distancia anteriormente utilizados, en este preliminar de tesis no se adjuntan los detalles de
taxas utilizados por su excesivo tamafo, aunque se incluyen los datos informativos de cada
aislamiento en su nombre, segin la nomenclatura antes referida: serotipo/ pais de

origen/cédigo interno/afio de aislamiento. El anterior item de busqueda por distancias
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correspondia a un primer analisis exploratorio que solo caracterizaba levemente a las cepas

estudiadas.

Para el caso y como consecuencia de la gran diversidad que se encuentra en las
matrices, se procedié a traducir las secuencias de nucleétidos a aminoacidos mediante el
programa BioEdit, luego alinearlas y finalmente transformarlas a nucleétido nuevamente. De
esta manera, se logré un alineamiento “mas confiable” que el obtenido al alinear las
secuencias directamente a partir de nucledtidos, confiando Unicamente en el algoritmo de
alineamiento global ClustalW, esta era una alternativa al alineamiento y posterior “arreglo” a

“mano” que podria insertar errores humanos al algoritmo de alineamiento.

4.8.2. Reconstruccion de arboles filogenéticos.
Una vez obtenidos los alineamientos se reconstruyeron las filogenias mds probables

con métodos de maxima verosimilitud. El analisis filogenético por maxima verosimilitud se

realizé mediante el programa PhymL"™".

El método de Maxima Verosimilitud requiere la utilizacién de modelos de sustitucion
para modelar las probabilidades de cambio entre nucleétidos. El modelo de sustitucidon que
mejor se ajusta al conjunto de secuencias puede estimarse con programas bioinformaticos. Los
modelos evolutivos se estimaron usando el programa jModelTest v0.1.1"*° de acuerdo con el
Criterio de Informacién de Akaike. Los soportes en los nodos de los arboles filogenéticos
obtenidos a partir de las diferentes matrices (Seg2, 3, 6, 7 y 10) se estimaron mediante la

metodologia Bootstrapping (1000 réplicas de re muestreo para cada analisis).

Los modelos evolutivos obtenidos por JModelTest para cada matriz de cada segmento
analizado se enuncian en la tabla 5.1. Los arboles reconstruidos se visualizaron con el

programa FigTree y se editaron posteriormente con Adobe Photoshop CS5.
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4.8.3. Analisis de similitud
Como aproximacion a priori e in silico, se analizaron las similitudes de identidad entre las

secuencias correspondientes al Seg2 de los aislamientos secuenciados para VLA serotipo 4. Las
secuencias utilizadas fueron las obtenidas para los aislamientos argentinos, la secuencia
perteneciente a la cepa vacunal (accesion number GenBank: JN255943.1), y las secuencias de
otros aislamientos de VLA4 disponibles en bases de datos (4/IND/S4/1997, 4/POR/45/2004,
4/TUR/00/1999, 4/GRE/00/1999, 4/COR/00/2003, 4/SA/REF/1958, 4/ITA/69/2003, 4/ISR/22/2001,
4/GRE/M/1999, 4/1TA/53/2003, 4/I1SR/26/2001, 4/ITA/27/2002).

El software utilizado para este analisis fue SimPlot v3.5.1. Se dispusieron 3 grupos para
efectuar los graficos de similitud, un grupo compuesto por las secuencias argentinas (ARG), un
grupo compuesto por la secuencia de la cepa vacunal y un grupo compuesto por el resto de las
secuencias de VLA4 enunciado anteriormente. Los pardmetros ajustados para el analisis fueron:
tamanfio de ventana (200 pb), pasos (10 pb), GapStrip (on), modelo de distancia (Kimura 2 p) y tasa

transversidn/transicion (2.0).
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DESARROLLO DE VACUNA A SUBUNDAD DIRIGIDA A CELULAS PRESENTADORAS DE

ANTIGENO

4.9. Sub clonado de Segmento 2

Se utilizé como virus fuente de las secuencias, la cepa 4/ARG/829/2001 obtenida en
5.1. Para obtener las secuencias codificantes, se extrajo ARNdc desde sobrenadante de cultivo
de VLA en células BHK21, utilizando el reactivo TRIZOL (Invitrogen) segun se describe en 4.5.1.
Se realizé la RT-PCR y PCR, analizando el producto amplificado en un gel de agarosa 1%.

Dado el tamafio de la secuencia del Segmento 2 de VLA, se disefid una estrategia de
clonado para subclonar secuencialmente la regién codificante del Segmento 2 en dos pasos,
haciendo uso de un sitio natural de restriccién en la secuencia viral correspondiente a la
enzima de restriccion Pmel.

La RT-PCR se realizd igual que en 4.5.2 utilizando los primers: L2 FW-Sall-ATG
(5"GTCGACATGGAGGAGTTTGTCA3’) y L2 Pmel Rev (5’AGTTTAAACCGCTCCTGATCCCA3’) para la
primera mitad de Seg2. Para la otra mitad se utilizaron los primers L2 Pmel Fw
(5 TGGGATCAGGAGCGGTTTAAACT3’) y L2 Rev-His-Notl
(5" GCGGCCGCCTAGTGATGGTGATGGTGATGAACGTTGAGTAATTTCG3’), todos estos primers
fueron disefiados especificamente para esta reaccion.

El producto de PCR amplificado y purificado se ligd al vector pGemTeasy (Promega). La

reaccion de ligacion se realizé como se detalla a continuacion:
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Reactivo Volumen (ul)

Buffer de ligacion 5
PGEM T Easy vector (50 2
ng)

Producto de PCR (150 ng) *
T4 DNA ligasa (Promega) 1
H20 libre de nucleasas csp
Volume total 10

Tabla 4.10: Mezcla para reaccion de ligacion en vector pGem T Easy.

(*) Volumen variable de acuerdo a la concentracion de cada producto de amplificacidn

Para cada reaccién se cuantificé el ADN purificado por Nanodrop (Nanodrop 2000,
Thermo Scientific) y se ligd manteniendo una relacién 3:1 (inserto vector) seguln
especificaciones técnicas. Se evidenciaron los clones positivos por transformacién por el
método de shock térmico y plaqueo de células competentes E coli DH5q., se seleccionaron
clones positivos para la transformacidn en pGemT Easy en placas con medio LB Ampicilina +
IPTG + X-Gal. La seleccidn se realizd por color de la colonia y luego por digestiédn con enzimas
de restriccién a partir de mini-preparaciones de ADN.

Cada mitad del segmento codificante para VP2 se cloné por separado en pGemT Easy.
Una vez confirmada la identidad nucleotidica de los mismos se procedid a subclonar
secuencialmente en el vector de expresion pFastBacDual, utilizando las enzimas Sal | + Pmel
para la primer mitad de VP2 y Pmel + Notl para la segunda mitad. Dichas reacciones de

digestion y ligacion se realizaron como en 4.9.
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La reaccidn de restriccidn se realizd segun:

Reactivo

Volumen (pl)

Buffer de reaccion 10X

BSA 10X

DNA

Enzimall

Enzima ll

H20 libre de nucleasas

Volume total

csp

20

Tabla 4.11: Mezcla para una reaccion general de restriccidon por endonucleasas.

La reaccion se incubd 16 h a 37°C.

El producto de la reaccién se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa y se

recuérd luego por columnas de silica GFX, GE, Amersham como se explicé en 4.5.3.

El mismo procedimiento se realizd para preparar el vector abierto con las mismas

enzimas de restriccidon, de modo de concretar el clonado direccionado.

Tanto el inserto como el vector se recuperan en 25 ml de agua libre de nucleasas y se

cuantifican por nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).
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La reaccidn de ligacion se lleva a cabo segun:

Reactivo Volumen (ul)
Buffer de ligaciéon 10X 1

Vector digerido 2

Inserto digerido *

T4 DNA ligasa (Promega) 1

H20 libre de nucleasas csp

Volumen total 10

Tabla 4.12: Mezcla de reaccién de ligacion en vector pFast Bac Dual

Para cada ligacidn se realizé un control de reaccién en el cual no se agregd inserto para
comprobar el grado de auto ligado del vector.

Del volumen total de ligacion (10 pl) se utilizan 5 ul para transformar 100 ul de células
competentes E coli DH5a, (eficiencia de transformacién 1x10° UFC/ug ADN) dicha reaccidn se

realizd por el método de shock térmico.

pFASTBACDual-BTVL2Hisx6

Sall Maotl

Py BTV L2 H

pFASTBACDual-APCH-BTVL2Hisx6

EcoRlI Sall Notl

I:"F'H APCH linkar BTW L2 H

Figura 4.1: Esquema de construcciones realizadas en vector pFastBacDual



4.10. Sistema de Baculovirus
Se eligid para el caso, el sistema Bac To Bac (Invitrogen) para la expresién de proteinas

recombinantes en sistema Baculovirus. El vector de expresion elegido fue el pFAST Bac Dual

(Fig. 4.1).

4.10.1. Clonado en vector de trabajo pFastBacDual

Se realizaron dos construcciones: la secuencia codificante de la proteina VP2 sola o
fusionada a la secuencia codificante de la molécula APCH.

Los clones en vector pGEMT-E fueron utilizados como fuente de inserto VP2; el mismo
se liberé por reacciones de restriccion con endonucleasas y se cloné en el vector pFAST Bac
Dual. De esta manera se obtuvo el pldsmido pFastBacDual+VP2. La secuencia codificante de
APCH fue obtenida a partir de un vector pGEMTE+APCH disponible en el laboratorio y
subclonada en el vector pFastBacDual+Seg2. Para ello se utilizaron los sitios de restriccién
EcoRl y Sall. Se obtuvo asi el vector pFastBacDual+APCH1+Seg2 (Fig 4.1).

El vector fue elegido por las caracteristicas de su sitio de clonado multiple (SCM). Rio
arriba de éste, se encuentra el promotor PH, natural del baculovirus, encargado de regular la
expresion de polihedrina. Rio abajo del SCM, se encuentra el terminador de SV40 con la seiial
de poliadenilacién™®.

Los vectores fueron secuenciados para el largo total del inserto y los sitios de insercién

a fin de comprobar la integridad de los mismos. (Ver 4.6).

4.10.2. Generacion de Bacmido
Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se transformaron células E coli

DH10BAC con 1ng de vector pFastBacDual+Seg2 ¢ pFastBacDual+APCH1+Seg2 vy se
seleccionaron los clones putativamente positivos por resistencia a antibiodticos, color de

colonia y seleccién por PCR™®

. Para cada colonia considerada “positiva” se hicieron de 2 a 5
repiques en el mismo medio sélido para comprobar que no era una mezcla de clones positivos
y negativos.

Una vez que se obtuvo un clon positivo para cada construccidn, se prepard el bacmido

recombinante para transfectar células de insecto.
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Esta preparacién, recomendada por el fabricante, consta brevemente de un cultivo de
16 h a 37°C de las colonias en medio LB conteniendo 50 ug/ml kanamicina, 7 pg/ml
gentamicina, y 10 pg/ml tetraciclina. A partir de este cultivo se cosecharon células y se las
sometid a una lisis alcalina que aprovecha la diferencia de solubilidades, durante el protocolo
de los bacmidos versus el resto de los componentes celulares. Luego se precipitd el bacmido
con isopropanol y se lavd y resuspendid en H20.

El bacmido obtenido se cuantificé por Nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) y
se confirmd mediante PCR con primers disefiados para que hibriden en el bacmido y asi evitar

detectar contaminaciones™®.

4.10.3. Células Sf9

Las células Sf9 (Spodoptera frugifera) fueron cedidas por la seccidon de cultivo de
tejidos del Instituto de Virologia del CICVyA. Se realizaron cultivos en monocapa (frascos tipo
T), los cuales fueron realizados con medio SF900 SFM (Invitrogen) suplementado con
antibidticos (penicilina, estreptomicina, gentamicina, fungizona) y 1% de suero fetal bovino

(SFB, Internegocios).

4.10.4. Transfeccion de células de insecto

Se realizd la transfeccion de células de insecto (Sf9) con el bacmido recombinante
obtenido anteriormente en 4.10.2. Para esto, se prepararon placas de 6 pocillos con 9x10°
células por pocillo. Para la reaccién de transfeccién se probaron distintas masas de bacmido (1
y 2 ug) y distintas cantidades del agente transfectante (3, 6 y 9 pl), en este caso Cellfectin Il
(Cellfectin Il Reagent-Invitrogen).

Brevemente, para cada reaccién se prepararon mezclas DNA:Cellfectin [I® Reagent
diluyendo 1 pg y 2 ug de bacmido purificado en 100 ul de Medio SF900 SFM (Invitrogen) no
suplementado vy, por otro lado, se diluyeron 3 pl y 8 ul del reactivo Cellfectin 11® Reagent
(Invitrogen) en 100 ul del mismo medio que para el caso del bacmido. Luego, se combinaron
ambas mezclas y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Mientras se
generaron estos complejos DNA:lipido, se procedié a lavar las células con medio SF900 SFM

(Invitrogen) no suplementado. Posteriormente a la mezcla DNA:lipido se le agregaron 800 pl
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de medio SF900 SFM(Invitrogen) no suplementado, se mezclaron y se agregaron a los pocillos
que poseen las células. La placa se incubd a 279C por 5 horas. Transcurrido ese tiempo, se
retird la mezcla DNA:lipido y se agregaron a las células 2 ml de medio de crecimiento completo
(conteniendo SF900 SFM, suero fetal bovino 3%, fungizona y penicilina/estreptomicina). Por
ultimo, se incubd a 272C durante 72 h 6 hasta que se comiencen a ver signos de infeccidn viral.

Cosechando este sobrenadante, se obtuvo el llamado Pasaje 1 (P1).

4.10.5. Seleccion células transfectantes

Segun las indicaciones del fabricante, las células transfectantes se evidencian hacia las
72 h por el aumento de su tamafio, seguido por el despegue de la superficie, granulacién
aparente y detencién del crecimiento o multiplicacidon. Estos signos se utilizaron también,
luego, para evidenciar las células infectadas al momento de expresar las proteinas

recombinantes.

4.10.6. Obtencion de baculovirus recombinante

A partir de lo cosechado en el paso de transfeccién (Pasaje 1, P1) se realizaron pasajes
a multiplicidades de infeccion (MOI) bajas para de esta manera poder elevar el titulo del
baculovirus. De este modo, frascos T-25 crecidos a un 80 % de confluencia (3,2.10° células) en
medio de crecimiento completo (con penicilina/estreptomicina) mas 3% SFB, fueron infectados
a MOI<0,1 lo que dio por resultado el llamado Pasaje 2 (P2). Se dejaron durante 96 h, hasta
que se observaron los signos clasicos de la infeccidn, y posteriormente se procedio a recolectar
el sobrenadante del frasco. Este sobrenadante se centrifugé a 600g (Hermle Z 200 M/H, 340
rpm) durante 6 minutos a 42C (para que de esta manera precipiten los detritos celulares) y el
sobrenadante obtenido, conteniendo la suspensidon del baculovirus, se guardé a 4°C.
Asimismo, se guardaron alicuotas del baculovirus obtenido a -702C. Luego, la misma

metodologia se empled para generar los pasajes siguientes.
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4.11 Expresion de la proteina recombinante

Para optimizar la produccién de las proteinas de VLA en sistema Baculovirus, se
probaron distintas condiciones de infeccién y cosecha. Se ensayaron distintas MOls (1, 5y 10)
y distintos tiempos de cosecha para MOI 5 (24,48 y 72 h).

La produccién se realizé en frascos tipo T (T25) conteniendo 2x10° células totales para
células Sf9. Luego de transcurrido el tiempo de incubacidn/infeccidn, se recolecté el contenido
de los frascos, se centrifugd a 600 xg (Hermle Z 200 M/H, 340 rpm) durante 6 minutos a 42C vy
el pellet obtenido (células) se resuspendié en 500 pul de medio de cultivo remanente +

inhibidor de proteasa-PMSF 1mM-(Invitrogen), para luego almacenar las producciones a -702C.

4.11.1. Analisis de expresion

Las muestras se analizaron por western blot utilizando como anticuerpo detector
primario un anti His Penta (Invitrogen). Se realizd la corrida electroforética en geles de
poliacridamida-SDS (SDS-PAGE) al 8%, los cuales fueron transferidos a membranas de polivinil
difluoruro (PVDF) para su posterior andlisis por western blot.

Cada muestra (20 pl) se resuspendié con 5 pl de buffer carga 5X (50 mM Tris-HCl pH
7.5, 1 mM PMSF, 1% SDS, 2mM DTT, 2% B-ME), se hirvié durante 5 minutos y 15 ul de las
mezclas fueron sembradas en los geles, corriéndose a voltaje constante (120 V).

Los geles se transfirieron a una membrana de PVDF por transferencia semi humeda a
una corriente constante de 18 mA por 1 hora en solucién de transferencia (39 mM glicina; 48
mM Tris base; 0,03% SDS; 20% metanol). La membrana fue bloqueada durante 1 hora a 37°C
en solucion de TBS-Tween0.1% y 3% leche descremada (el diluyente de todos los pasos
siguientes fue el mismo buffer de bloqueo). Luego, la membrana se incubd con el anticuerpo
primario (anti His penta, 1/5000) 1 h a 37 °C en agitacion. Posteriormente, se lavd la
membrana 3 veces con TBS-T 0,1 % y se la incubd con una dilucién 1/3500 del anticuerpo
conjugado anti-IgG de ratén, conjugado con peroxidasa durante 1 hora a 37°C, en buffer de
bloqueo y en agitacidn. Luego, se realizaron tres lavados con TBS-T 0,1 % y un lavado con TBS
1X y se reveld la membrana, segin las recomendaciones de los fabricantes, utilizando el

sistema ECL (Western lighting plus ECL, Perkin Elmer).
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4.11.2. Cuantificacion estimada por comparacion

Cada produccion de antigeno fue revisada por western blot. Cuando se confirmd la
produccién para ambas proteinas recombinantes, se unificaron las producciones positivas en
pooles. Dichos pooles se cuantificaron por western blot utilizando el anticuerpo anti His Penta
(Invitrogen) y por comparacidn con una proteina de masa conocida: E2t de VDVB (producida

por el mismo sistema baculovirus y cuantificada por ELISA™).

4.11.3. Cuantificacion de proteinas totales

Para cuantificar proteinas totales en cada pool de antigeno expresado, se utilizé el kit
Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific #23235, Pierce Biotechnology , IL USA). Se
procedid segun las indicaciones del fabricante. La misma arrojé resultados comparables para

ambas proteinas de aproximadamente 1 mg/ml.

4.12. Caracterizacion antigénica: wb con sueros anti VLA

Las proteinas recombinantes producidas en esta tesis se caracterizaron
antigénicamente enfrentandolas a un suero bovino anti VLA serotipo 4 de referencia. Se
realizd la corrida electroforesis en SDS-PAGE (ver 4.11) y se utilizaron el anticuerpo primario
(anti VLA4- AMES) vy el anticuerpo conjugado (anti bovino peroxidasa) en diluciénes 1/500 y

1/1100, respectivamente.
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4.13. Evaluacidon inmunogénica

4.13.1. Formulacién de las vacunas
Las vacunas experimentales fueron formuladas en adyuvante oleoso ISA50 (40%

antigeno, 60% adyuvante). Como control positivo se utilizé una vacuna formulada con el virus
inactivado. El titulo del VLA pre inactivacién fue de 1x10° TCID50/ml. La inactivacién con BEI se

realizd segin 4.13.2.

El antigeno se produjo como se menciona en 4.11. Brevemente, un frasco de cultivo
T25 con una cantidad total de células sf9 de 2x10° se infecté con 20 pl de baculovirus
recombinante, antes mencionado como Pasaje 2. Esto se hizo para ambas construcciones: VP2
y APCH:VP2. El cultivo se coseché segun se especificd antes y se verificd la expresién por
western blot. Varias producciones se unificaron en un pool y se cuantificaron también por
western blot usando como patrén la proteina E2t de VDVB producida en sistema baculovirus y
cuantificada por ELISA. Dado que se utilizé extracto de baculovirus entero, el método de lisis
celular utilizado previo a la formulacién de vacunas fue el de congelar y descongela a -80°C 3

veces.

4.13.2. Inactivacion con BEI
Brevemente, la inactivacion se realizé en dos grandes pasos, una primera

concentracion del virus™® y la posterior inactivacién con BEI. Brevemente: La concentracion se
realizd por precipitacidon del sobrenadante de un cultivo de células BHK21 infectadas con VLA
(cepa 4/ARG/829/2001) con PEG-6000. La inactivacidon se realizd utilizando BEl al 1% v/v
incubando 25 h a 37°C parando esta reaccion con Tiosulfato de Sodio al 1% v/v. Para cada
inactivacién se realizaron controles de inactivado inoculando cultivos celulares de células

BHK21 como se especifica en 4.3.2 sin ver EC.
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4.14. Evaluacion en cobayos

4.14.1. Animales
Se utilizaron cobayos cepa SSI:AL adultos (+ 90 dias de edad), provistos por el Bioterio

del CICVyA, INTA previamente testeados para demostrar que fueran seronegativos para VLA.

4.14.2. Disefio experimental
En la experiencia se plantearon los siguientes grupos experimentales:

GRUPO n antigeno dosis
1 5 VP2 24 g
2 5 VP2 0.6 pg
3 5 APCH:VP2 0.6 pg
4 5 APCH:VP2 0.15 pg
5 5 VLA inactivado 8x10°TCIDs,
6 5 Mock -

Tabla 4.13: Disefio experimental para experiencia en cobayos con vacuna recombinante para VLA serotipo 4
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Los cobayos fueron inmunizados con dos dosis de la vacuna a ensayar, una al tiempo
inicial y la otra a los 21 dias post-primovacunacién. La inmunizacion se realizé por la via
intramuscular en el flanco interno de la pata trasera. El volumen de cada inoculo fue de 0.6 ml

con las dosis especificadas en la tabla 4.13.

primovacunacion booster

Voo
5

0 30 &0 dias

v v v

\lflnoc:ulal::ic‘m

‘l’TDma de muestra para andlisis serclogico

Figura. 4.2 Disefio experimental para experiencia en cobayos con vacuna recombinante para VLA serotipo 4. Las flechas
verdes significan inoculacién con vacunas recombinantes o inactivadas. Las flechas rojas indican tiempo de toma
demuestra para andlisis seroldgicos.

Se tomaron muestras de sangre a los dias 0, 30 y 60 post primovacunacién para el posterior

analisis de anticuerpos neutralizantes en suero.

4.15. Evaluacion en bovinos

4.15.1. Animales
Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de VP2 y APCH:VP2 en bovinos, se

inmunizaron bovinos Aberdeen Angus y careta (1-3 afios de edad). Los mismos se obtuvieron
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de las unidades experimentales de campo CICVyA, INTA. Todos los animales fueron
controlados para la ausencia de anticuerpos especificos de VLA mediante la prueba de

Seroneutralizacidn y antigeno del VLA por RT-nPCR.

4.15.2. Disefio experimental
Se inmunizaron los animales con las proteinas producidas por el baculovirus

recombinante. El disefio experimental utilizado es el que se muestra en la Tabla 4.14.

Se inmunizaron 5 bovinos por grupo experimental por la via i.m con 3 ml de cada
vacuna. El esquema de inmunizacién se representa en la figura 4.3. Se realizaron dos
inoculaciones, una al tiempo inicial (TO) y la otra a los 30 dias post-primovacunacion. Se
tomaron muestras de sangre como se muestra en la figura 4.3 para el posterior analisis de la
respuesta inmune por Seroneutralizacién (VER 4.16), ELISA (VER 4.19 y 4.19) y
Linfoproliferacion (VER 4.21).

GRUPO n antigeno dosis
1 5 VP2 3.6 ug
2 5 APCH-VP2 0.9 pg
3 5 VLA inactivado 1.2x10°TCIDs,
4 5 Mock -

Tabla 4.14: Disefio experimental para experiencia en bovinos con vacuna recombinante para VLA

serotipo 4.
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Linfoproliferacion

Inoculacion (BTVA inactivado)

v
—>

primovacunacion boaster

v v
T e—

0 30 B0 90  dias \lflnn::-u:ulac:ic‘:.n

’b \L \1' ¢ +Toma de muestrapa

Figura 4.3: Disefio experimental para experiencia en bovinos con vacuna recombinante para VLA

serotipo 4. Las flechas verdes indican los tiempos de inoculacién. Las flechas rojas indican la toma de
muestra para analisis seroldgicos. En el detalle se especifica los tiempos de inoculacion y toma de
muestra para ensayo de Linfoproliferacion

4.16. Seroneutralizacion viral
Para la deteccidén de AN contra el VLA en muestras de sueros se empled el método de

neutralizacién a virus fijo, donde diluciones seriadas (base 4) de los sueros, previamente
inactivados (30 minutos a 56°C) se enfrentaron a una cantidad establecida y fija de virus (100
DICT50) de VLA, cepa 4/ARG/829/2001) por 1 h. a 37°C. Posteriormente, la mezcla fue
adicionada a células BHK21 sembradas en placas de 96 wells (1x10* células/well).Finalmente,
los cultivos fueron incubados por 4 — 6 dias a 37°C hasta observar neutralizacion de efecto
citopatico. Se realizaron controles de células incubadas sin virus para descartar una posible
toxicidad de los sueros. Los titulos de anticuerpos neutralizantes fueron determinados por el

modo de Reed y Muench™".
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4.17 Inmunofluorescencia
Brevemente, el cultivo en un portaobjeto o chamber, se fija con acetona fria a -18°C

por 20 minutos. Se retiré la acetona y se dejd secar a temperatura ambiente. Se agregd el
anticuerpo conjugado segun especificaciones del fabricante (BTV Direct FA Conjugated, VMRD
inc), se incubd 45 minutos a 37°C. Luego se lavé 2 veces durante 5 minutos con PBS 1x y dos

veces por 5 minutos con agua destilada. Se observé al microscopio con el objetivo de 40x.

4.18 ELISAc (kit comercial) para evaluar capacidad DIVA
Los sueros de los animales inmunizados y controles fueron evaluados mediante un

ELISA comercial (VMRD), el cual constituye un ELISA de competicion que emplea la proteina

VP7 como antigeno viral.

4.19 Elisa isotipos
Para la deteccidn de IgG1 e IgG2 se realizé un ELISA doble sandwich modificado a partir

de los protocolos previamente descriptos en el grupo de trabajo. Placas de ELISA de 96 pocillos
1B (Maxisorp, NUNC) fueron sensibilizadas con 100 pl de una dilucién 1/2 de sobrenadante de
cultivo del virus VLA4 (4/ARG/829/2001) en células BHK21 o sobrenadante de células sin
infectar. La dilucién se realizd en buffer carbonato-bicarbonato pH:9,6. Las placas se incubaron
durante 1,5 horas a 37°Cy luego de 3 lavados se bloquearon con 100ul de solucién de bloqueo
(leche descremada al 1.5 % en PBS mas 5% de SNE y 10% gelatina) a 37°C, durante 1.5 horas. A
partir de este paso, los reactivos/muestras se colocaron en un volumen fijo de 50 pl/pocillo,
por periodos de incubacién de 1 hora a 37°C cada uno. Luego de cada incubacidn se realizaron
3 lavados con PBS pH:7,4 + Tween 20 (0.1 %). Seguido al bloqueo, se colocaron las muestras a
analizar en diluciones seriadas en base 4 empezando por una dilucién 1/8. Posteriormente, se
agregaron los AcM anti-IgG1 e IgG2 especificos (DAS17 para IgG1, y DAS2 para IgG2) en una
dilucién de 1/10000 y 1/4000 respectivamente, seguido de una dilucién 1/3000 de un

conjugado comercial anti ratdon marcado con peroxidasa (KLP). Finalmente, se adiciond
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solucion reveladora (H,0, 0,0015 volimenes diluidos en buffer citrato/fosfato de sodio 50
mM, pH 5,3, orto-fenil-diamina (OPD, Sigma) 0,6 mg/ml) y se incubd a temperatura ambiente
durante 20 min. La reaccién se frend con una solucién de acido sulfurico 12 %. La absorbancia
se midid a 490 nm en un lector de placas Thermo Scientifics MultiskanFC. Se consideraron
positivos aquellos sueros que superaron la D.O. del punto de corte establecido como la media
de las D.O. alcanzadas por los sueros negativos mds dos desvios estdndar. Los titulos de Acs
fueron obtenidos como la diluciéon de suero que otorga el 50% de la D.O. del promedio de

absorbancia de los controles sin suero.

4.20 Obtencion de linfocitos
Las muestras de sangre entera de los bovinos se obtuvieron por venopuncion de vena

yugular utilizando como anticoagulante una solucion de citrato de sodio al 3,8% (Sigma).
Luego, se trasvaso la sangre a tubos Falcon de 50ml en condiciones de esterilidad para ser
centrifugadas por 30 min a 400 g (Eppendorf 5804 R; A-4-44; 1500 rpm) obteniéndose la capa
leucoplaquetaria que se resuspendié en PBS 1x estéril en una relacion 1:1 (sangre:PBS). La
suspension obtenida, se sembrd sobre Ficoll-Hypaque, en una relacién 2:1 (muestra:Ficoll) y se
centrifugd durante 30 minutos a 871 g (Eppendorf 5804 R; A-4-44; 2200 rpm). Se recuper? la
interfase conteniendo las células de interés y se realizaron 2 lavados con medio RPMI. Luego se

realizé el conteo de células viables utilizando Azul Tripan.

4.21 Linfoproliferacion dependiente de antigeno.
Para medir la respuesta inmune de las células T (LT) se llevd a cabo un ensayo de

linfoproliferacidn, puesto a punto en el grupo de trabajo para VBDV y BHV. El stock de virus
que se utiliz para estimular a los LT en el test de linfoproliferacion, con un titulo de 10’ DICT
so/ml, fue inactivado con luz ultravioleta (UV). Para ello se colocé el virus en una caja de Petri a
una distancia de 10 cm de los tubos UV (General Electric G875) durante 1 minuto. El clarificado
de células BHK21 usado como control (mock) también fue expuesto a la misma radiacién. A lo
largo de todo el ensayo se utilizé medio RPMI 1640 (suministrado por la seccién de Cultivo de

Tejidos del Instituto de Virologia, INTA-Castelar) suplementado con Hepes 10 mM (Gibco), L-
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glutamina 2 mM (Gibco), piruvato 1 mM (Gibco), b-mercaptoetanol 0.1% (Sigma), 10% SFB
(Internegocios S.A.) y 1% de un coktail de antibidticos (pentamicina, estreptomicina vy
gentamicina) suministrado por la seccion de Cultivo de Tejidos del Instituto de Virologia, INTA-

Castelar.

Se sembraron 2.5x10° PBMC por pocillo, a las cuales se les agregé 100ul de los

distintos antigenos diluidos en medio RPMI suplementado (Cada muestra se sembrd por

triplicado):

. VLA inactivado (MOI 0.1).

. Mock (sobrenadante clarificado de cultivo de células BHK21 sin infectar).
. Medio.

J Mitégeno Con A (Sigma) (1ug/pocillo como control positivo).

Los cultivos fueron incubados por 3 dias a 37°C en estufa de CO,.

4.22 Protocolo CFSE
Esta metodologia se fundamenta en que el reactivo CFSE (Carboxyfluorescein

Diacetate Succinimidyl Ester) se acopla irreversiblemente a las proteinas intracelulares y de
membrana mediante una reaccidn con grupos aminos y residuos de lisina. Esta caracteristica
hace impermeable al colorante, sin interferir con la viabilidad celular, lo que posibilita la
medicidn de la proliferacion celular por el decaimiento de la fluorescencia. Para la marcacion
de las células mononucleares el reactivo CFSE fue resuspendido en DMSO llegando a una
concentracién final de 3mM, se llevé a cabo la optimizacidn de la dilucién de uso,
seleccionando para los ensayos ulteriores una concentracion final de 1uM para el tratamiento

de la muestra.

Las células mononucleares obtenidas a través del protocolo descripto anteriormente,
fueron suspendidas en PBS a una concentracién de 1x10’ células/ml final, a las que se le

agrego una dilucién de CFSE para obtener una concentracion final de 1uM. Se homogeneizd, y
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se incubd a 37°C por 10-15 min. Luego, se frend la reaccion con el agregado de 4 volimenes de
RPMI completo x 5 min. A continuacién se realizaron 3 lavados con RPMI completo a
temperatura ambiente. El pellet final se resuspendié en el ultimo lavado a una concentracién
de 5x106/ml para realizar la siembra de las células a una concentracién de 5x10°/pocillo/100pul
en placa de cultivo de 96 pocillos. Posteriormente, se agregaron los tratamientos siguiendo el

procedimiento descripto en la linfoproliferacién (LPAD).

4.23 Citometria
Se busco identificar las poblaciones linfocitarias proliferantes en los ensayos de

linfoproliferacion mediante citometria de flujo (FACs). Para analizar la proliferacion de
linfocitos se utilizé el equipo FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Los datos fueron
analizados con el programa Flowing Software V. 2.4.1. En los casos en los que necesario por
postergaciéon de la lectura en el citémetro las células fueron fijadas con una solucién de

paraformaldehido al 0,2%.

4.24 Analisis estadistico
Los datos fueron analizados utilizando el programa Statistix 8 (Analitical Software,

Tallahasee, USA) y GraphPad Prism 5.00 (Software Mackiev 2007). Las diferencias entre los
titulos de anticuerpos en los distintos grupos fueron evaluadas por ANOVA y posterior test de
contrastes ortogonales. En el caso del estudio realizado bajo condiciones controladas, los
titulos de Ac obtenidos en las diferentes muestras analizadas, fueron sometidas a analisis de
varianza de bajo un modelo de medidas repetidas en el tiempo. Para establecer la existencia
de diferencias significativas entre tratamientos en cada punto se aplicé el test de contrastes

ortogonales. En todos los casos los niveles de significaciéon fueron fijados en un 5%.

Para el ELISA de isotipos, los titulos se transformaron por LoglO y las medias
aritméticas de éstos, se analizaron por ANOVA y posterior test de Bartlett en el software

GraphPad Prism 5.00.
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4.25. Bienestar animal
Todos los ensayos con animales de experimentacién requirieron la previa evaluacién y

aprobacion del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion del

INTA (CICUAE). Solicitudes N° 20/2010, 40/2013 y 45/2013
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5. RESULTADOS

5.1 Aislamiento viral
El laboratorio contaba con 3 aislados obtenidos por la Dra. | Lager durante muestreos en

los afios 1999-2001 de ganado centinela.

Durante el desarrollo de esta tesis se aisld el virus en dos oportunidades mas desde
muestras de bovinos asintomaticos provenientes de la provincia de Corrientes (Fig. 5.1). Estos
fueron detectados como seropositivos para VLA. Muestras de sangre fueron el inoculo inicial para

el aislamiento como se describe en 4.1.

Dada la nomenclatura utilizada en bibliografia reciente sobre VLA y con fines practicos de
analisis y visualizacion, los aislamientos se nombraron segln: serotipo/pais de origen/cddigo

interno/afio de aislamiento.

El listado de nombres asignados a cada aislamiento se detalla en la tabla 5.3. Asi como
también el origen geogréfico y afio de aislamiento. Todos los aislamientos fueron remitidos al
banco de virus del centro de referencia para lengua azul en el Instituto de Salud Animal, Pirbright -

Inglaterra.
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Figura 5.1: Mapa mostrando las locaciones geograficas de origen de animales positivos para VLA

5.2 Amplificacion de segmentos génicos.
La amplificaciéon se logré segun lo explicado en 4.5, utilizando primers especificos para

cada uno de los 5 segmentos planteados y obteniendo el marco de lectura abierto de todos ellos.
Dichas secuencias fueron enviadas a la base de datos publica del NCBI, GeneBank. En la tabla 5.3

se detallas los nUmeros de acceso para las secuencias obtenidas en dicha base de datos.
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5.3 Anadlisis filogenético
Se realizd un analisis filogenético primario, esto es, una primera aproximacion vy

caracterizacién de las secuencias obtenidas por métodos de distancia detallados en 5.3. Luego se
obtuvieron nuevas secuencias de bases de datos, especialmente secuencias correspondientes a
aislamientos americanos y se decidié hacer un analisis con algoritmos de busqueda de caracter
estadistico, como son los algoritmos basados en mdaxima verosimilitud. Se procedi, entonces a
armar matrices de mayor tamafio, es decir, de mayor nimero de taxas analizado en las mismas.
Dado que muchos grupos de secuencias disponibles en bases de datos provienen del mismo
muestreo o de la misma regién, se previd que estas podrian mostrar identidades nucleotidicas
altas lo cual se traducirian en politomias en arboles de distancia, por esto mismo se decidié utilizar
un método estadistico de busqueda para definir mas precisamente posibles indeterminaciones en

ramas.

Por otro lado dada la genética segmentada del VLA y la falta de genomas completos
disponibles en bases de datos, se enuncia y analiza cada segmento por separado. En la tabla 5.1 se
detallan los modelos evolutivos calculados para cada matriz de cada segmento analizado. Asi

también para cada analisis, se detallan caracteristicas de la matriz analizada en la tabla 5.2.
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Segmento/matriz  Modelo Particion  p-inv Gamma
AIC shape
Seg2 GTR+I+G 012345 0.0620 0.6990
Seg3 TIM2+1+G 010232 0.5180 1.0900
Segb GTR+I+G 012345 0.2760 0.5800
Seg7 TIM2+1+G 010232 0.3090 0.4010
Segl0 SYM+l+G 012345 0.0000 0.2780

Tabla 5.1: Modelos evolutivos propuestos por el software JModelTest para cada una de las matrices

analizadas.

Segmento analizado metodologia N

Seg2 NJ
ML
Seg3 NJ
ML
Segb NJ
ML
Seg7 NJ
ML
Segl0 NJ
ML

28
184
36
85
31
150
28
119
29
158

Tabla 5.2: Numero de secuencias incluidas en cada analisis para cada método de reconstruccién filogenética.

83

ML: maxima verosimilitud, NJ: Neighbor Joining.



En cuanto a la comparacién de los métodos de reconstruccién filogenética empleados,
ambos resultaron en topologias congruentes aunque, como se dijo antes, los arboles obtenidos
por métodos de mdaxima verosimilitud son de mayor tamaifo en cuanto a nimero de taxas
analizados, por esta razén se muestran en las figuras 5.2 a 5.6 la topologia reducida con el detalle
solo del clado informativo que contiene a los aislamientos argentinos. Los arboles obtenidos por

métodos de distancias se muestran en material suplementario en las figuras de anexo, Al a AS.

Nombre serotipo Numeros de Provinciade Aiiode Afo de Historia de

abreviado (*) acceso origen obtencion de la  aislamiento pasajes
GenBank muestra (CRL1660# —

BHK219)

4/ARG/99/2001 4 JX024940 al Corrientes 1999-2001 2001 B3
JX024944

4/ARG/102/2001 4 JX024945 al Corrientes 1999-2001 2001 B3
JX024949

4/ARG/829/2001 4 JX024950 al Corrientes 1999-2001 2001 B3
JX024954

4/ARG/01/2009 4 JX024955 al Corrientes 2007 2009 C2/B3
JX024959

4/ARG/01/2010 4 JX024960 al Corrientes 2009 2010 C2/B3
JX024964

Tabla 5.3: Informacidn relativa a los aislamientos argentinos obtenidos y analizados en esta tesis. Leyenda:
(*): clave de acuerdo a serotipo/cddigo interno/pais de origen/afio de aislamiento. (#): Nimero de pasajes

en células CRL1660. (1]): Nimero de pasajes en células BHK21.
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5.3.1 Segmento 2
El arbol resultante del analisis del Segmento 2 segregd en grupos de nucleotipos y luego

segln serotipos de cada aislamiento. Las secuencias argentinas segregaron juntas dentro del

nucleotipo A y también dentro del cluster del serotipo 4 (Fig. 5.2).

Los marcos de lectura abiertos de las secuencias argentinas mostraron un largo de 2871
nucleétidos (nt) con una secuencia de aminoacidos deducida de 957 residuos aminoacidicos (aa).
El analisis de secuencias mostrd que la identidad entre las secuencias argentinas oscilé entre
94.7% y 99.7% en nucleétidos y 95.9 y 99.5% para aminodcidos. Aun dada esta alta identidad para
ambos casos (nt y aa) no se vio otra tendencia de agrupamiento, es decir, el soporte estadistico de
ramas no reveld una agrupacién interna consistente dentro del cluster argentino. Las secuencias
argentinas segregaron claramente no solo dentro de los grupos antes mencionados sino que
formaron un grupo individual y bien soportado por valores de bootstrap de secuencias

exclusivamente argentinas.

Dentro del nucleotipo A en este andlisis se vio que las secuencias argentinas comparten el
clado con secuencias referencia de los serotipos 10, 11, 17, 20 y 24. Todas estas referencias

provenientes de Sudafrica (Fig. 5.2)""

. Dentro del clado de serotipo 4 agruparon con secuencias de
aislamientos de lItalia, Cdrsica, Portugal, Israel, Turquia y Grecia. En cuanto a los valores de
identidades, se destacan en el grupo de serotipo 4 las siguientes secuencias enunciadas como pais
de procedencia y nombre asignado, seguido por el rango de identidades nucleotidicas (ident nt):
Sudafrica (4/SA/REF/1958, 90.6-91.3% ident nt), Grecia (4/GRE/M/1999, 90.5-91.3% ident nt),
(4/GRE/00/1999, 90.2-90.9% ident nt), Turquia (4/TUR/00/1999, 90.2-90.9% ident nt), Corsica
(4/COR/00/2003, 88.8-89.2% ident nt), Israel (4/I1SR/22/2001, 4/I1SR/26/2001, 4/ITA/69/2003,
89.7-90.7% ident nt), Italia (4/ITA/27/2002 y 4/ITA/53/2003, 89-89.8% ident nt) y Portugal

(4/POR/45/2004, 88.9-89.3% ident nt).

85



= 10/SAREFNBSD
10fUSAIOBMEE0
SAIDNED
1HUSABHER0
HOO12004

{fiNpO42004
DN 1572003
DIUSA/ON1G8D
E!giusﬁu-:1|-.m'm3:|:|
IUSABYEE0
4 1DIGUYIB0/2011
MRT/20572008
24/6UY012011
TSR T 272008

RTD1Z000
SHSAREF/1084

J415R08/2008 uc-A
2415R/142010 %
:,’ TISAIREFITGTE

'dMHT.Eﬂm
1GDPO12010

WTINSAMTEB0S
AINDIS0GT
ﬁﬁunsmm
USHeMeTT
A TAZTIR002
YARGHIE/2001
AARGRO2001
HARGIO1/2000
HARGI02/2001

ARRGO12010
FCORD02003

YGREMIMBH

1V/SAREF /1950
—Eﬁﬂwnmmm

Figura 5.2: Arbol filogenético reconstruido por Maxima Verosimilitud mostrando las relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Seg2 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El andlisis filogenético fue llevado a

cabo con el software PhyML. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados cerca de cada nodo.
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5.3.2 Segmento 3
Las secuencias obtenidas mostraron que el marco de lectura abierto de las secuencias

argentinas tienen un largo de 2706 nt y 902 aa, dada la deduccién a partir de la secuencia
nucleotidica. Al igual que para el andlisis basado en el segmento 2 en el arbol resultante se vio a
las 5 secuencias nacionales agrupando en un solo cluster de alto soporte estadistico (Fig 5.3).
Dentro de este cluster argentino se vio un rango de identidades nucleotidicas de 92.5 a 99.7% y

para el caso aminoacidico de 97.5 a 99.5%.

Para el analisis del arbol a nivel global, se ve una separacién ya descripta en bibliografia en
dos topotipos (origen geografico diferencial) predominantes denominados western e eastern (se
conserva en inglés para contrastarlo con bibliografia). En este caso se ven dos grandes grupos
correspondientes a esos topotipos mencionados y un cluster conteniendo a los Unicos exponentes
del serotipo 25 y 26, clasificados en bibliografia como pertenecientes también al topotipo western.
Las secuencias argentinas agruparon dentro del gran clado western, en el cual se ven, para este
analisis, secuencias de aislamientos de Norteamérica, Caribe, Africa, paises de la cuenca del
Mediterrdneo y algin exponente de Asia. Las secuencias argentinas mostraron una identidad
nucleotidica de 86.9 a 90.5%, cuando fueron comparadas en grupo con el resto del cluster. Cuando
se compard el cluster argentino con el gran clado Eastern, se vio un rango de identidades

nucleotidicas de 74.1 a 81%.

En este analisis, las secuencias argentinas estuvieron genéticamente relacionadas con
secuencias correspondientes a aislamientos que se detallan a continuacion (los porcentajes
corresponden a la identidad nucleotidica): India (2/IND/02/2003, 89.1-90%), Francia
(1/FRA/24/2008, 88.4-89.5%), Sudafrica (1/RSA/REF/1966, 89.1-90%)( 6/RSA/60/1958, 89.7-
90.5%)( 6/RSA/REF/1959, 89.8-90.6%)( 9/RSA/REF/1959, 89.2-90%)( 2/RSA/REF/1958, 89.2-90%),
Holanda (8/NET/04/2006, 88.5-88.7%)( 6/NET/05/2008, 89.7-90.5%)( 8/NET/01/2007, 88.5-
89.7%)( 12/NET/04/2008, 89.6-90.4%), Martinique (11/MRT/01/2010, 91.3-92.7%), EEUU
(6/USA/01/2006, 90.7-92.3%), Grecia (4/GRE/01/1979, 88.8-89.7) (4/GRE/15/1999, 88.8-89.6%)(
4/GRE/09/1999, 88.7-89.6%)( 4/GRE/04/1999, 88.7-89.6%)( 4/GRE/07/2000, 4/GRE/10/1999,
4/GRE/07/1999, 4/GRE/01/1999, 88.6-89.7%) , Nigeria (16/NIG/10/1982, 88.9-89.6%)(
1/NIG/01/1982, 89.9-89.9%), Israel (4/ISR/01/2001, 88.7-89.4%), Cyprus (4/CYP/03/2004, 88.7-
89%), Zimbawe (16/ZIM/10/2003, 88.9-89.6%).
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Figura 5.3: Arbol filogenético reconstruido por Maxima Verosimilitud mostrando las relaciones genéticas entre
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cada nodo.
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5.3.3 Segmento 6
Los analisis hechos a partir de secuencias del segmento 6 (Fig. 5.4) muestran un primer

nivel de segregacién correspondiente a nucleotipos (definidos para este segmento, diferentes a los
correspondientes para el Seg2). Luego no hay una correlacidon perfecta con el serotipo del
aislamiento. En este analisis se observd la segregacion en los 9 nucleotipos previamente definidos
en bibliografia, las secuencias argentinas lo hicieron dentro del nucleotipo A. Compartiendo
cluster con secuencias correspondientes a aislados de Sudafrica, India, Australia, China, Suddn,
Italia, Espafia, Turquia, Grecia, Chipre, Alemania, EEUU y Martinique. Al igual que para los
anteriores analisis las secuencias argentinas formaron un cluster bien soportado estadisticamente
conteniendo las secuencias correspondientes a los 5 aislados analizados a lo largo de este trabajo.
Dentro del grupo argentino se vio un rango de identidades nucleotidica de 98.6 a 99.8% y
aminoacidicas de 99.4 a 99.9%. Las secuencias codificantes obtenidas mostraron un largo de 1581
nt correspondiente a 527 aa. Comparando dentro del cluster del nucleotipo A las secuencias
nucleotidicas mas cercanas al cluster argentino fueron (enunciadas como pais, nombre asignado a
la secuencia y rango de identidades nucleotidicas): Sudan (4/SUD/01/1983, 91.7-92.2%), Chipre
(4/CYP/01/196991.9-92.5%), Turquia (4/TUR/01/1978, 91.9-92.4%), Grecia (4/GRE/01/2000, 91.9-
92.5%), Sudafrica (4/RSA/REF/1958, 91.9-92.5)( 11/RSA/REF/1959, 92-92.6%)( 17/RSA/REF/1976,
90.3-90.9%) (24/RSA/REF/1984, 92.1-92.5%), Espafia (4/SPA/01/2003 y 4/SPA/02/2003, 89.8-
90.3%), Italia (4/ITA/L/2003, 89.9-90.4%), Alemania (92-92.6%) y sobre todo el aislamiento de
Argentina (4/ARG/01/2002, 99.2-99.6%).

Es de destacar que esta secuencia argentina se podia encontrar previamente en bases de
datos, no se tiene informacidon certera sobre la misma, pero seria resultante del mismo muestreo
realizado por Lager y col. entre los afios 1999-2001, muestreo del cual provienen tres de los
aislamientos utilizados en esta tesis. Esta secuencia encontrada fue llamada 4/ARG/2002 y no seria
el duplicado de ninguna de las enunciadas anteriormente. De todos modos la esta secuencia fue
casi idéntica a las 5 obtenidas en esta tesis, de hecho la identidad nucleotidica de las 5 secuencias
para con esta Ultima fue del rango de 98.9-99.6%, mientras que el rango de la secuencia

aminoacidica deducida fue de 99.4 a 100%.
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5.3.4 Segmento 7
Las secuencias obtenidas mostraron un marco de lectura abierto de 1128 en nt y 376 aa

deducidos a partir de la misma. Aqui se repitid el patrén visto para los anteriores analisis, los
aislamientos argentinos agruparon juntos en un clado soportado fuertemente por analisis
estadistico de bootstraping (Fig. 5.5). Dentro del grupo argentino el rango de identidad
nucleotidica fue de 96.9-99.6% y 98.2-100% para aminodcidos deducidos.

Cabe destacar que muy cercana al grupo argentino, se ubica la Unica secuencia brasilera
disponible a la fecha. La misma fue denominada 12/BRA/01/2001 aislada en un brote en Paran3,
Brasil en el afo 2001. La variabilidad entre esta secuencia y el cluster argentino fue de 95.4-96%
identidad nucleotidica y 96.8-97.1% para identidad aminoacidicas. Del mismo modo se destaca
que al analizar el alineamiento, la secuencia de Brasil comparte ciertas mutaciones puntuales con

la secuencia correspondiente al aislamiento argentino denominada 4/ARG/829/2001 (Fig. 5.5).

Este cluster sudamericano agrupd dentro de un gran grupo de topotipo western, definido
previamente en bibliografia. Para este segmento también se definen dos topotipos segln origen
geografico, denominados Western y Eastern. En este clado topotipico se encontraron agrupando
junto al cluster sudamericano secuencias de Norteamérica, Caribe, Centroamérica y algunas
secuencias asiaticas. El grupo resulta heterogéneo en cuanto a los afios en que cada aislamiento
fue obtenido y el serotipo de éstos. Con respecto a los rangos de identidades (en nt), se destacan
los aislamientos de: India (10/IND/01/2004, 91.-92.1%), Martinique (11/MRT/MQ/2010, 91-
91.3%), Brasil (12/BRA/01/2001, 96.1-96.6%), Puerto Rico (17/PTR/300/1991 y 17/PTR/285/1991,
91.7-92.2%), Guatemala (17/GUA/240/1990, 3/GUA/350/1991 91.9-92.2%), Honduras
(6/HON/233/1990, 91.9-92.1%), Jamaica (3/1AM/131/1989, 91.4-91.9%), EEUU
(2/USA/OnaB/1982, 92.6-93.2%) (17/USA/475/1999, 91.9-62.4%) (2/USA/06/1999, 91.9-92.1%)
(10/USA/01/1953, 91.9-92.2%) (17/USA/01/1962, 91.6-91.9%) (2/USA/01/2010, 92.6-93.2%).
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Figura 5.5: Arbol filogenético reconstruido por Maxima Verosimilitud mostrando las relaciones genéticas entre diferentes

secuencias del Seg7 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El anélisis filogenético fue llevado

a cabo con el software PhyML. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados cerca de cada nodo.
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5.3.5 Segmento 10
Por dltimo, el andlisis del segmento 10 mostré un marco de lectura abierto para las

secuencias argentinas de 687 nt, codificantes segun este mismo marco para 229 y 216 aa,
recordando que SeglO es codificante para dos proteinas no estructurales NS3 y NS3A. Aqui
también se observé un agrupamiento de las secuencias argentinas en un Unico cluster
sudamericano. Dentro del mismo, se obtuvieron rangos de identidades nucleotidicas de 95.6-
99.8% y un rango de identidades aminoacidicas de 98.2-100%. Al igual que para los analisis del
Seg3 y Seg7, para Segl0 también se definen cluster de topotipos, relativizando a las secuencias
gue se encuentran alli dentro como pertenecientes a linajes Western o Eastern. En este caso, el
cluster argentino se agrupé con secuencias previamente descriptas como parte de un topotipo

Western. Fig 5.6.

En cuanto a las comparaciones entre secuencias nacionales y el resto del mencionado
cluster Western se encontraron aislamientos de Norteamérica, Caribe, Centroamérica e India. Mas
precisamente, los valores obtenidos para los rangos de identidades nucleotidicas fueron:
Honduras (1/HON/72/1989, 91.8-92.7%)( 6/HON/87/1990, 91.6-93.2%), India (10/IND/01/2004,
91.2-92.9%), EEUU (10/USA/01/1953, 10/USA/10B/1981, 91.1-92.9%)( 11/USA/11B/1980, 91.1-
92.3%)( 11/USA/11B/1981, 90.5-92.2%)( 11/USA/11C/1981, 91.2-92.6%)( 11/USA/110/1979, 90.9-
92.3%)( 11/USA/110/1981, 91.1-92.5%)( 11/USA/110/1981, 17/USA/17B/1981
17/USA/170/1979, 91.1-92.6%)( 17/USA/17B/1990, 17/USA/90Y/1990, 90.5-92.2), Martinique
(11/MRT/MQ/2010, 90.8-92.6%), Guatemala (3/GUA/30/1990, 92.9-93.6%).
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Figura 5.6: Arbol filogenético reconstruido por Maxima Verosimilitud mostrando las relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Seg10 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El andlisis filogenético fue
llevado a cabo con el software PhyML. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados cerca de cada nodo.
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5.4 Analisis de similitud de secuencias del Seg2.
Como consecuencia de la alta variabilidad del Seg2, se analiz6 mediante el software

SimPlot el perfil de similitud entre las secuencias disponibles para el Seg2 del serotipo 4. En la fig.
5.7 se muestran las curvas graficadas para tres comparaciones. Para todo el andlisis se definieron
tres grupos, grupo conteniendo secuencias argentinas, grupo conteniendo la secuencia del Seg2
de la cepa vacunal y grupo conteniendo secuencias del Seg2 del serotipo 4 de aislamientos del

resto del mundo (ver 4.8.3).

En los tres graficos de la figura se observa que la variacién general oscila entre 91% y
100%. Las curvas muestran patrones de variacidon conjunta en funcién de la posicidn para los tres
graficos. A nivel global se observé que el grupo de secuencias argentinas muestra mayor similitud
con el grupo de aislamientos de VLA4 del resto del mundo que con el grupo de la cepa vacunal,
siempre dentro del rango antes mencionado. Los mayores niveles de similitud se observaron en el

rango de posiciones 1 a 450. Los menores de similitud se vieron en el rango de 450-750.
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Figura 5.7: Curvas de similitud (generados con SimPlot) basada en Seg2 de un set de tres grupos previamente definidos. En color
azul: secuencias argentinas, color verde: secuencia de cepa vacunal serotipo 4, color rojo: VLA4 resto del mundo. El panel superior
muestra la secuencia vacunal como “blanco” (query), e panel intermedio se grafica con el grupo de secuencias argentinas como
blanco y en el panel inferior, el grupo blanco es las secuencias de VLA4 del resto del mundo. Cada curva es una comparacion entre
cada grupo de secuencias (referencias de cada analisis) y el grupo “blanco”. Cada punto graficado es la identidad porcentual dentro
de la ventana de 200 pb (window) desplazandose de a 10 pb (step) centradas en la posicion graficada.



DESARROLLO DE VACUNA A SUBUNDAD DIRIGIDA A CELULAS PRESENTADORAS DE
ANTIGENO

5.5 Amplificacion y clonado del gen de la proteina VP2.
A partir del aislamiento 4/ARG/829/2001, se amplific exitosamente el fragmento de 2871

pb correspondiente al marco de lectura abierto codificante para la proteina viral VP2. Dicho maco
se encuentra contenido en el Segmento 2 del genoma viral. Como se explicé en 4.9, la secuencia
de clonado se realizé en dos pasos aprovechando un sitio de restriccidon natural para la enzima de
restriccion Pmel. Cada fragmento amplificado se clond en el vector pGemT Easy, el cual fue el paso
previo al clonado definitivo en el vector pFast Bac Dual. Las secuencias de ambas construcciones
fueron confirmadas por secuenciacién a fin de comprobar la integridad del marco de lectura. La
segunda construccién se obtuvo insertando en el extremo 5°del Seg2 la secuencia codificante de
APCH. Con estas construcciones se generaron los bacmidos correspondientes y se transfectaron

células SF9 para generar a su vez el baculovirus recombinante.

5.6 Obtencion del baculovirus recombinante
Con el objetivo de obtener la proteina VP2 de VLA para ser evaluada como vacuna a

subunidad, se procedid a la expresion de la misma, utilizando el sistema de baculovirus

recombinante.

Se ensayaron diferentes concentraciones de ADN bacmidico y lipido transfectante,
resultando ser mas efectiva la relaciéon 2 ug de ADN bacmidico: 9 ul de lipido transfectante, dado
que se observaron mas células Sf9 con signos de infeccion en comparacion con los controles

negativos (Sf9 sin transfectar) luego de las 72 h.
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5.7 Produccidn de las proteinas recombinantes.

5.7.1 Efecto citopatico en células adherentes
Para los cultivos de células Sf9 en monocapa, se observé un mejor efecto citopatico a las

96 h, empleando una MOI=5 (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Efecto citopatico en células Sf9. A: células Sf9 sin infectar 96 h. B-D: Células Sf9 Infectadas (B:24 h, C:48
h, D: 96 h.)
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5.7.2 Evaluacién de la expresién en células SF9.
En primera instancia se realizé un ensayo piloto de produccién de antigeno, en el cual

células SF9 fueron infectadas con el pasaje 2 de cada baculovirus recombinante. Los resultados se
observan en la Fig. 5.9. Fue posible identificar las bandas correspondientes en el tamafio esperado

para cada proteina (aprox. VP2=110 kDa, APCH-VP2=140 kDa).

&« APCH-VP2
&« VP2

Figura 5.9: Western blot de prueba piloto de produccion de antigeno. Los cultivos de células SF9 fueron
infectados con un P2 de cada linea de baculovirus recombinante. La cosecha de proteinas fue a las 96 h. Se
evaluo la expresidn por wb utilizando como anticupero primerio un anticupero monoclonal anti Penta His.

El revelado se realizo por ECL. Calle 1: APCH-VP2 baculovirus 1; calle 2: APCH-VP2 baculovirus 2; calle 3:

VP2 baculovirus 1; calle 4: VP2 baculovirus 2; calle 5: marcador de peso molecular.

5.7.3 Optimizacion de condiciones de infeccion y cosecha.
En pos de optimizar la produccién de antigeno, se evaluaron para ambos casos, distintas

condiciones de expresion: multiplicidad de Infeccidn (MOI por sus siglas en inglés) (Fig. 5.10); dias

de cosecha post infeccién (Fig. 5.11) y volumen de cultivo (Fig. 5.12).
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5.7.3.1 Curva de MOI

Se infectaron células con diferentes multiplicidades de infeccidn y se cosechd la
produccién a las 96 h. Los resultados cualitativos se presentan en la figura 5.10. Se pudo observar
un incremento de la expresion utilizando MOI de 5 y 10 para ambas proteinas, por ello, se decidié

emplear una MOI de 5 para los siguientes ensayos de expresion.

MOI

Figura 5.10: Western blot para prueba de infeccién con distintas MOI. Los cultivos de células SF9
fueron infectados con un P2 de una linea de cada baculovirus recombinante. La cosecha de
proteinas fue a las 96 h. Se evalud la expresion por wb utilizando como anticuerpo primario un
anticuerpo monoclonal anti Penta His. El revelado se realizé por ECL. Calles (a-c): infeccion a MOI
1, 5y 10 respectivamente con baculovirus recombinante VP2; Calles (d-f): infecciona MOI 1,5y

10 respectivamente con baculovirus recombinante APCH-VP2
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5.7.3.2 Curva de dias de cosecha post infeccién
Se realizaron infecciones con ambos baculovirus a una MOI5 y se cosecharon las proteinas

recombinantes a las 48, 96 y 144 h (Fig. 5.11). A las 48 h post infeccidn, la expresion de ambas
proteinas era practicamente indetectable. A las 96 y 144 horas posteriores a la infeccidén se
observd un incremento en la produccion de las proteinas APCH VP2; a estos tiempos, la proteina
VP2 se expreso en niveles cualitativamente similares. Se eligid el tiempo 96 horas para la cosecha

de VP2 y 144 horas para APCH VP2.

Horas de cosecha

48h 96h 144h 48h 96h 144h
a b c d e f

€« APCH-VP2
&« VP2

Figura. 5.11: Western blot para prueba de infeccién con distintos tiempos de cosecha 48 h=2 dias, 96 h=4
dias, 144 h= 6 dias. Los cultivos de células SF9 fueron infectados con un P2 de una linea de cada baculovirus
recombinante. La MOI de trabajo fue 5. Se evalud la expresién por wb utilizando como anticuerpo primario
un anticuerpo monoclonal anti Penta His. El revelado se realizé por ECL. Calles (a-c): cosecha a las 48 h, 96h

y 144 h respectivamente con baculovirus recombinante VP2; Calles (d-f): cosecha a las 48h, 96h y 144h

respectivamente con baculovirus recombinante APCH-VP2

5.7.3.3 Volumen de produccion antigénica
Se evaludé de manera exploratoria la efectividad en la expresién de antigeno utilizando los

volumenes de frasco de cultivo (T-25 y T-75). Como se puede observar en la figura 5.12, la
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Expresidon en frascos T75 resulté cualitativamente mds eficiente que en el frasco de menor
volumen. Esto permitié aumentar tanto el volumen de expresién como la cantidad de proteina

producida.

T-25 T-75
VP2 APCH-VP2 VP2 APCH-VP2

€& APCH-VP2
&« VP2

Figura. 5.12: Western blot para prueba de escalado primario de produccion. Los cultivos de células SF9
fueron infectados con un P2 de una linea de cada baculovirus recombinante y cosechados a 96h para VP2 y
144h para APCH-VP2. El volumen final de obtencidon de las células cosechadas fue mantenido en proporciéon

segun la escala de cultivo para que los resultados sean comparables. La MOI de trabajo fue 5. Se evalud la
expresién por wb utilizando como anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal anti Penta His. El
revelado se realizé por ECL. Panel A: infeccidn en frascos T-25, Panel B: infeccion en frascos T-75, Para
ambos paneles: calles a y b: infeccidn con baculovirus recombinante VP2, calles c y d: infeccidn con

baculovirus recombinante APCH-VP2.

5.8 Deteccidn y caracterizacion antigénica de la proteina VP2 recombinante
Se realizd la produccién de ambas proteinas recombinantes en las condiciones

estandarizadas. Se realizd la deteccion y caracterizacion antigénica de las mismas empleando un

anticuerpo anti-histidina y un suero policlonal bovino anti VLA4 de referencia, respectivamente.

Se observé un reconocimiento eficientemente de la proteina recombinante VP2 por

ambos sueros, observandose una banda del tamafio esperado.
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Figura. 5.13: Western blot de caracterizacidén antigénica de las proteinas recombinantes. Los cultivos
de células SF9 fueron infectados con un P2 de una linea de cada baculovirus recombinante y
cosechados a 96h para VP2 y 144h para APCH-VP2. La MOI de trabajo fue 5. Se evalud la expresion
por wb. En ambos paneles (Ay B) el orden de siembra es: calles 1/3: VP2, calles 2/4: APCH-VP2.
Panel A: proteinas recombinantes reveladas con anticuerpo anti His-Penta (QIAGEN) y anti mouse

peroxidasa. Panel B: proteinas recombinantes reveladas con policlonal bovino anti VLA4-AMES y

5.9 Cuantificacion de la proteina recombinante
Mediante SDS PAGE WB, se estimd la cantidad de proteina recombinante producida,
enfrentandola a una curva de otra proteina de masa conocida (proteina viral E2 truncada -E2t- del

157

virus de la diarrea viral bovina, cuantificada por ELISA™’) y producida por el mismo sistema (Fig.

5.14). La deteccidn de las proteinas de la curva patrén y las proteinas a evaluar se realizé con el
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anticuerpo anti-histidina.. Ambas proteinas (de VLA o de VDVB) son detectadas por el mismo
anticuerpo anti histidina. Se hicieron pooles de distintas producciones previamente revisadas por

SDS PAGE y se cuantificaron arrojando resultados de 3 ng/ul para VP2 y 0.75 ng/ul para APCH-VP2.

« E2t
«APCH-VP2

«VP2

Figura 5.14: Cuantificacidn por wb de proteinas recombinantes. Los cultivos de células SF9 fueron infectados
con un P2 de una linea de cada baculovirus recombinante y cosechados a 96h para VP2 y 144h para APCH-VP2,
las producciones previamente verificadas se poolearon para obtener un volumen de uso para formular las
vacunas. La MOI de trabajo fue 5. Se evalud la expresion por wb utilizando como anticuerpo primario un
anticuerpo monoclonal anti Penta His. El revelado se realiz6 por ECL. Calle A: proteina E2t VDVB 5 ng/ul, B:
proteina E2t VDVB 2.5 ng/ul, C: proteina E2t VDVB 1.25 ng/ul, D: pool VP2 TC, E: pool VP2 1/2, F: pool APCH-
VP2 TC, F: pool APCH-VP2 1/2.

5.10 Ensayos de inmunogenicidad en cobayo
Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de las proteinas recombinantes producidas, se

inocularon cobayos con vacunas formuladas con dos cantidades distintas de cada proteina.

Estas dos dosis se eligieron en base al nivel de produccién de los baculovirus generados y a
resultados obtenidos a partir de evaluaciones preliminares de la proteina APCH.E2t (Datos no
mostrados). Como control positivo del ensayo se utilizd una vacuna formulada con virus
inactivado. Se estudid la respuesta de anticuerpos inducida por la vacunaciéon, para lo cual se
tomaron muestras de suero a los 0, 30 y 60 dias post vacunacién y se detectaron anticuerpos

especificos mediante la técnica de seroneutralizacion viral.
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Al dia 30 post vacunacidn, todos los animales inmunizados mostraron seroconversion (Fig.
5.15), mientras que el grupo sin inmunizar permanecio seronegativo durante toda la experiencia.
Luego de la segunda inmunizacién se observd un incremento en el nivel de AN en todos los grupos
vacunados. En este tiempo (60dpv), no se observaron diferencias significativas entre los grupos
evaluados; ambas proteinas recombinantes (VP2 y APCH VP2) indujeron titulos de AN similares a
los evocados por el control positivo. Asimismo, no se evidenciaron diferencias significativas entre

las dosis evaluadas para cada proteina (VP2 0.6 ugy 2.4 ug; APCH VP2 0.15 ug y 0.6 ug).
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Figura 5.15. Ensayo de inmunogenicidad en cobayos. Titulo de anticuerpos neutralizantes evaluados por seroneutralizacion
para VLA4. Eje Y: Log de la inversa de la maxima dilucidn a la que se observd ausencia de efecto citopatico. Las barras de
error expresan el desvio estandar de cada uno de los grupos en cada uno de los tiempos ensayados.

5.11 Ensayos de inmunogenicidad en bovinos

En base a los resultados obtenidos en cobayos, se decidié evaluar la inmunogenicidad de
las proteinas recombinantes en el hospedador natural. Para ello, se inmunizaron bovinos del
campo experimental del CNIA, INTA con ambos antigenos (VP2 y APCH VP2) en una dosis

correspondiente a 6 veces la dosis menor empleada en cobayos. Asimismo, se incluyd en la
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experiencia un control positivo inmunizado con una vacuna a virus inactivado y un grupo de

animales permanecio sin inmunizar.

La respuesta de anticuerpos se evalud a través de SN. Luego de la primovacunacién, los
animales que recibieron las vacunas formuladas con las proteinas recombinantes y el virus
inactivado evidenciaron seroconversién. Luego de la segunda inmunizacion, el titulo de
anticuerpos continué elevandose alcanzando a los 90 dpv valores de 3. No se detectaron titulos de
AN significativos en los animales del grupo control negativo a lo largo de toda la experiencia (Fig.

5.16)

Es importante destacar que el grupo inmunizado APCH-VP2, el cual recibié una dosis 4
veces inferior a la del grupo vacunado con VP2 (0.9 vs 3.6), no mostré diferencias significativas
tanto con el grupo que recibid la proteina recombinante sola (VP2) como con el grupo inmunizado
con una vacuna formulada con VLA inactivado (control positivo). Todos los grupos inmunizados
mostraron diferencias significativas con respecto al control negativo. Este comportamiento se

observé en todos los tiempos post vacunacién evaluados.
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Figura 5.16 Ensayo de inmunogenicidad en bovinos. Titulo de anticuerpos neutralizantes evaluados por
seroneutralizacidn para VLA4. Eje Y: Log de la inversa de la maxima dilucidn a la que se observo ausencia de efecto
citopatico. Las barras de error expresan el desvio estandar de cada uno de los grupos en cada uno de los tiempos
ensayados.

5.12 kit ELISA comercial

Como parte de la evaluacion de la eficacia de la vacuna experimental, se propuso la
utilizacion del kit ELISAc comercial, el cual constituye un ELISA de competicién que determina
anticuerpos contra la proteina VP7 del VLA, proteina no estructural altamente conservada entre
cepas y determinante de serogrupo, para determinar la propiedad de la vacuna para permitir la

diferenciacidn entre animales vacunados e infectados (DIVA).

Los resultados obtenidos demostraron que los animales inmunizados con las proteinas
VP2 y APCH-VP2 no reaccionaron con el antigeno presente en el kit, al igual que los bovinos del
control negativo. Por otro lado, los sueros del grupo control positivo generaron un alto porcentaje

de inhibicion, del mismo modo que sueros proveniente de animales infectados.
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5.13 ELISA isotipos
En las muestras de suero tomadas a los 60 dpv se analizd el desarrollo de anticuerpos

isotipo especifico para VLA. Los resultados se muestran en la Fig. 5.17 como la media de los titulos
calculados para cada grupo del ensayo (panel superior) y como la relacién 1gG1/1gG2 entre dichos
titulos (panel inferior). Se destaca que, no se observaron diferencias significativas dentro del grupo
de animales vacunados (sea con vacunas recombinantes o vacuna control inactivada). Aunque

cada una de éstas, por separado, mostro diferencia significativa contra el control negativo (que no

lgG1 IgG2

Titlo de 1gGx
i

IgG1/1gG2

| VP2
@ APCH-VP2

il Cc+

Figura 5.17 ELISA de isotipos. Panel superior: Titulos de IgG1y 2 para cada grupo del ensayo de
inmunogenicidad en bovinos. Panel Inferior: relacion entre IgG1 e IgG2. Los resultados se expresaron
como la razén entre las medias aritméticas de los titulos de anticuerpos para cada uno de los isotipos.

Los datos graficados corresponden al dia 60 ppv.

se muestra en la figura). Esto se evidencio tanto para IgG1 como para IgG2. En cuanto a la relacién

1gG1/I1gG2, se repite la no-diferencia significativa entre las vacunas y entre éstas y la vacuna
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inactivada pero se observa una tendencia diferencial: tanto la vacuna VP2 como la vacuna
inactivada muestran valores de la relacion 1gG1/1gG2 cercanos a 0,8 mientras que para los

animales vacunados con APCH-VP2 |la media tiende a 1,4.

5.14 Linfoproliferacion

Dentro del ensayo de inmunogenicidad en bovinos se propuso evaluar la respuesta
inmune celular mediada por linfocitos T (LT) por linfoproliferacion dependiente de antigeno. Para
ello, los animales inmunizados y el grupo control recibieron un estimulo con una vacuna a virus
inactivado a los 90 dpv y a los 5 dias se tomaron muestras de sangre para obtener y purificar los

linfocitos.

Los ensayos mostraron proliferacién especifica frente al estimulo con VLA4 para el grupo
vacunado con VP2 recombinante (Fig. 5.18). Contrariamente a lo ocurrido con VP2, no se observd
proliferacién en las células provenientes de los grupos vacunados con APCH-VP2, VLA4 inactivado
(control positivo) y animales sin inmunizar que fueron estimuladas in vitro con VLA4 inactivado.
Estos resultados se repitieron en 3 ensayos independientes. Los resultados obtenidos mostraron la
evocacion eficiente de una respuesta celular por parte de la vacuna recombinante VP2, siendo
esto requisito fundamental para la generacién de una respuesta de memoria que pueda ser

reactivada con vacunaciones subsiguientes durante la vida del animal.

109



-
n
]
*

=
=]
1

| VP2
| G-

1

indice de proliferacion
on
(|

1
on
L

Figura 5.18. Proliferacién celular evaluada a través de la técnica de CFSE para ensayo
de inmunogenicidad en bovinos. Como estimulo se utilizé VLA4 (titulo 10’DICTs,) inactivado
por exposicion a la luz. Los resultados son expresados como porcentajes de proliferacion
especifica. Cada columna representa la media para cada grupo y su desvio estandar. Cada
valor individual fue corregido restandole el porcentaje de proliferacion inespecifico, evaluado

con medio y mock, respectivamente.
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6 . DISCUSION

6.1 ESTUDIO FILOGENETICO DE AISLAMIENOS DE CAMPO ARGENTINOS PARA EL VIRUS
DE LA LENGUA AZUL.
En Argentina y Sudamérica, el estado de conocimiento respecto a Lengua Azul y su agente

>?2 Hay informes seroldgicos que cubren la region

etioldgico, el Virus de la Lengua Azul, es escaso
sudamericana pero éstos no son recientes y ademas, estos datos seroldgicos no siempre
provienen de relevamientos planificados, entonces significan datos del tipo “hallazgo” en
consecuencia, salvo alguna excepciones no se han llevado a cabo relevamientos ordenados para

verificar el status de Lengua Azul en Sudamérica. >>*

El VLA fue aislado por primera vez en Argentina por Lager y col’ durante el seguimiento de
animales centinela entre los afios 1999 y 2001. Luego de ésto, los Unicos nuevos aislamientos del
VLA fueron logrados en el marco de este trabajo de tesis. A partir de todos ellos se obtuvo la
secuencia de los marcos de lectura abierta de 5 de los 10 segmentos que constituyen el genoma
viral. De este modo, los resultados de esta seccidn contribuyen significativamente al conocimiento
del status del virus en la regidn asi como también al conocimiento de las caracteristicas genéticas
de VLA en Sudamérica, estableciéndose como datos de referencia argentinos y mas aun
sudamericanos dado el escaso trabajo sobre VLA realizado en la regidn. Especificamente, y como
se menciond en la seccién Introduccidn, hasta la fecha de realizacion del presente trabajo de tesis,

1*2, En los dltimos

el virus ha sido aislado solo en dos paises sudamericanos, Argentina y Brasi
meses, sin embargo, han aparecido en bases de datos, secuencias del tercer pais donde se ha

aislado el virus, Guayana, aunque no hay reportes bibliograficos de los mismos.

Los tres aislamientos realizados por Lager y los realizados en esta tesis doctoral, fueron
utilizados para caracterizar genéticamente las cepas circulantes en la regiéon noreste argentina
(NEA). Estos 5 aislamientos constituyen la primera evidencia no seroldgica de VLA circulando en la

region noreste.

Dentro del contexto del VLA se ha reportado la presencia del virus en todos los
continentes salvo la Antartida, dentro de esta distribucidn, el serotipo 4 ha sido aislado en

diferentes partes del mundo; tal es asi que su presencia ha sido reconocida en Africa, Europa,
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Medio Oriente, Pakistan, India, Sudeste Asiatico, Indonesia, China, América central y Sudamérica
(http://www.reoviridae.org/dsRNA_virus_proteins/btv-serotype-distribution.htm).
Recientemente, este serotipo del virus ha sido descripta en brotes en Marruecos, Chipre, Grecia y

Espafia ***°.

En Sudamérica pocos brotes de VLA han sido reportados. La situacién real en cuanto a
estado sanitario y el impacto que éste trae asociado a la interferencia con el movimiento de
animales, productos y subproductos es desconocida; por consiguiente, no es posible evaluar el
impacto que tendria la deteccién de un brote severo en la regidn o, mas aun, el cambio de status
de ciertos paises sudamericanos en los cuales la enfermedad se considera exdtica o de incursién

aleatoria, como es el caso de nuestro pais.

En este trabajo se describieron por primera vez las caracteristicas genéticas de
aislamientos argentinos y sudamericanos y se generaron datos genéticos de los segmentos virales
2, 3,6, 7y 10 de virus aislados entre los afios 1999 y 2010. Esta contribucién a las bases de datos
genéticas es significativa dado que hasta la fecha solo se contaba con una secuencia parcial del
Seg7 de un aislamiento brasilero VLA12 (numero de acceso GenBank: AY263377.1) y una
secuencia parcial del Seg6 Argentino VLA4 de un aislamiento de Lager y col’. Dado el creciente
interés global por el virus, el conjunto de aislamientos y analisis genéticos que se desprenden de

esta tesis constituyen datos de referencia regional y global.

La caracterizacidn de las cepas aisladas en todo el mundo mediante el andlisis filogenético
es una técnica ampliamente abordada en bibliografia. Se destaca el analisis de segmentos por
separado dado que la naturaleza segmentada el genoma viral prueba que la evoluciéon de cada
segmento es casi independiente. El analisis del Seg2 muestra correlacion serotipica y luego, segun
su origen geografico. El Segb no correlaciona perfectamente con el serotipo, pero sirve como
segunda fase del genotipificado o tipificado de la cepa estudiada y los Seg3, 7 y 10 dan idea del

origen de la cepa analizada dado su alto grado de conservacién.

En este trabajo las secuencias obtenidas correspondiente al Seg2, sirvieron para confirmar
los datos seroldgicos preexistentes para tres de los cinco aislamientos argentinos (4/ARG/99/2001,

4/ARG/102/2001, 4/ARG/829/2001), los cuales habian sido informados como serotipo 4 por
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Seroneutralizacidn. Esto es particularmente importante a la hora de caracterizar un hallazgo, dado
que las detecciones y determinaciones por técnicas seroldgicas traen consigo un margen de error
debido a que se pueden detectar reacciones cruzadas entre distintos serotipos de VLA y mas aun,
entre diferentes Orbivirus. Por otro lado, conocer el serotipo de un virus aislado nos da idea de la

potencial virulencia de las cepas circulantes y los problemas que éstas pueden traer asociados.

El analisis filogenético arrojé topologias congruentes para los dos métodos de
reconstruccion utilizados. Como era de esperar, el arbol mostrd una segregacién en nucleotipos y
luego en serotipos. Dentro del cluster del serotipo 4 se encontrd a las secuencias argentinas,
segregando en un Unico clado con alto valor de bootstrap mostrando ademas un alto valor para las
identidades nucleotidicas y aminoacidicas entre las mismas, indicando que este linaje argentino se
diferencia fuertemente de las otras secuencias de VLA4 provenientes de otras partes del mundo.
Se observd, durante el andlisis del clado VLA4, una relacidon estrecha (por altos valores de
porcentaje de identidad) entre las secuencias argentinas y secuencias de Sudafrica, Grecia y
Turquia. Como se dijo previamente, dentro de cada cluster de cada serotipo también se pueden
diferenciar grupos bien soportados que denotan el posible origen geografico del segmento
analizado. En este caso las secuencias argentinas segregaron juntas en un cluster independiente,
pero mostraron gran similitud con secuencias previamente clasificadas como pertenecientes al
topotipo western, esto es, de origen Africano/Europeo. A lo largo de los analisis efectuados, se
observd que las secuencias argentinas agruparon siempre juntas y con gran soporte estadistico
formando asi, un fuerte grupo de identidad sudamericana. Asimismo, se evidencié una estrecha
relacion entre las secuencias nacionales y la secuencia referencia para el serotipo 4, asi como
también con secuencias de Turquia y Grecia, sugiriendo que todas estas tienen un origen en
comun, aunque se supone en base a conocimiento de movimiento de animales, que éste no es

muy reciente.

El analisis del Segb mostrd un alto nivel de conservacion entre las secuencias argentinas,
concordantemente con lo ocurrido en el analisis de Seg2. Todas las secuencias argentinas
agruparon dentro del clado de nucleotipo A (definido para este segmento génico) junto con

aislamientos de Africa, Asia, Europa, Norteamérica y Caribe. Se observé dentro de este clado, una

113



alta relacion con aislamientos de distintos aflos provenientes de Sudan, Grecia, Sudafrica, Turquia

y Chipre sugiriendo un origen comun. Este dato concuerda con lo discutido para el Seg?2.

En este andlisis aparece la secuencia argentina previamente disponible en bases de datos,
mencionada anteriormente en esta discusion, dicha secuencia corresponde a un aislamiento
obtenido por Lager y col en el mismo muestreo que obtuvo las secuencias que aqui presentamos,
aunque no es un duplicado de ninguna de ellas, por consiguiente, esta secuencia muestra una alta
similitud tanto con las secuencias aqui analizadas correspondientes a dicho relevamiento (afos
1999-2001) como con las secuencias aisladas en los afios 2009 y 2010 (de muestras tomadas en
afios 2007 y 2009). En este caso se ve también la estabilidad génica observada en el analisis del

Segmento 2 para virus obtenidos en campo entre los afios 1999 y 2009.

El andlisis filogenético de los segmentos 3, 7 y 10 también mostré a las secuencias
nacionales agrupando juntas y presentando un alto grado de similitud entre ellas,
independientemente de su fecha de obtenciéon. En los 3 arboles, las secuencias argentinas
agruparon junto a secuencias previamente caracterizadas como pertenecientes al grupo de
topotipo western indicando que los virus circulantes detectados en el NEA argentino tienen un

origen Africano/Europeo.

El andlisis del segmento 3 demostrd una estrecha relacidén entre aislamientos argentinos y
las cepas referencia de Sudafrica reportadas previamente como parte del topotipo western.
También, se destaca un alto porcentaje de identidad con una cepa de serotipo 11 aislada en la isla
Martinique, situada en las Antillas menores, en el mar Caribe. Dada la naturaleza segmentada de
VLA, uno de sus mecanismos de evolucion es su capacidad de generar reasociaciones (reasortants
en bibliografia) durante una coinfeccién con dos cepas diferentes, si bien el analisis de solo una
secuencia no basta para confirmar un evento de reasociacién sugiere que dicho fendmeno pudo

haber ocurrido en la evolucidn de las cepas circulantes en el continente americano.

En el andlisis del segmento 7 se observd que las cepas argentinas agruparon
estrechamente con un aislamiento brasilero de serotipo 12 aislado en el afio 2001, mostrando
también altos niveles de identidad genética y sugiriendo un origen en comun. Se destaca también

la presencia de mutaciones puntuales compartidas entre el aislamiento brasilero
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(12/BRA/01/2001) y uno de los aislamientos argentinos 4/ARG/829/2001. Esto constituye un
indicador de un origen en comun mas estrecho entre estas dos secuencias que el descripto para el
grupo entero. Por otro lado, el hecho que el aislamiento brasilero sea de serotipo 12 y los
argentinos sean de serotipo 4 apoya la idea de eventos de reasociacién génica en la region como
mecanismo evolutivo. En este mismo andlisis se destacaron por su alta identidad respecto a las
secuencias argentinas, aislamientos provenientes de India, Martinique, Puerto Rico, Guatemala,
Honduras y EEUU. Muchas de estas secuencias fueron obtenidas durante un gran relevamiento
gue se realizé en Centroamérica y el Caribe a principios de la década de 1980 por el “International

»31

Bluetongue team””". Todas estas secuencias, contenidas en este clado, fueron previamente

clasificadas dentro del topotipo western, por lo que también las argentinas se ven incorporadas a

7

él.

En el caso del andlisis del segmento 10 se repite el patron observado para los otros
segmentos estudiados: las secuencias argentinas agrupan juntas con un cluster de alto valor de
bootstrap. Las mismas se ubicaron dentro de un grupo previamente definido como de
origen/topotipo western, junto con secuencias originarias de Norteamérica, Caribe, Centroamérica
y Africa. Se destaca en este analisis (de 158 secuencias) la similitud entre las secuencias argentinas
y los aislados de Honduras, India, EEUU, Martinigue y Guatemala. Todas estas secuencias
comparten un promedio de 92% de identidad nucleotidica con las secuencias argentinas siendo

esto, aln para un segmento altamente conservado, un buen indicador de relacién genealdgica.

Las secuencias argentinas mostraron una fuerte identidad sudamericana cuando fueron
sometidas al analisis de los 5 segmentos obtenidos, evidenciando un agrupamiento conjunto con
fuerte sustento estadistico de bootstrap. M3as alla de las mutaciones puntuales que las diferencian
entre si, esto es la traduccion de la alta similitud que hay entre ellas. Los resultados obtenidos
sugieren que existe una alta estabilidad genética entre los aislamientos argentinos y una evolucion
de un linaje independiente argentino que las agrupa. Adicionalmente, y soportando esta idea, la
Unica secuencia de Brasil, Seg7, agrupé junto a las argentinas en el analisis correspondiente a ese
segmento. Mas aln, la secuencia del aislamiento 12/BRA/01/2001 comparte mutaciones
puntuales que la emparentan mas estrechamente con el aislamiento argentino 4/ARG/829/2001

gue con los otros 4, aunque los valores globales para este grupo sudamericano se mantienen altos.
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En ese mismo analisis (filogenia del Seg7), se evidencia la alta identidad de secuencias entre los
aislamientos sudamericanos, diferenciandose del resto de los aislamientos analizados (un total de
119 secuencias). Como se discutid previamente, la proximidad genética entre secuencias de
aislamientos de diferente serotipo podria ser una fuerte sugerencia de reasociantes génicos en la

region.

Por otro lado, Balasuriya y col®® han propuesto basados en andlisis de Seg7 y Segl10 una
continuidad génica en la regidon Centroamérica-Caribe-Norteamérica, estudiando aislamientos
provenientes de todo el mundo, excepto Sudamérica. En base a los andlisis de esta tesis,
proponemos que dicha continuidad génica se extiende no solo al area estudiada por Balasuriya,
sino también a Sudamérica. Esta se manifiesta por la estrecha relacién encontrada entre
secuencias argentinas y de Martinique y EEUU en el andlisis del segmento 3 y secuencias de Brasil,
Centroamérica, Norteamérica y Caribe en el andlisis de los segmento 7 y 10. En base a esto,
hipotetizamos que la ruta de introduccién de los virus aislados en el NEA Argentino seria
Centroamérica/Caribe-Brasil. En concordancia con esta hipdtesis, evidencia seroldgica de VLA ha
sido descripta en Mato Groso do Sul, Brasil, una region cercana a la frontera Argentina-brasilero-
paraguaya”’. Por otro lado, Marcopido y col “’mostraron que no habria circulacién de VLA en el
Noroeste argentino en camélidos sudamericanos. Esta falta de deteccidn podria ser explicada por
la falta de deteccion conjunta de vector en esa region, dada las condiciones climaticas que le
impiden desarrollar su ciclo de vida. AUn mdas, en cuanto a la distribucién general de VLA en
Sudamérica como funcidon de la distribucion del vector hematéfago, existe una restriccidn
geografica fuerte en la zona norte de Argentina, norte de Chile y sur y centro de Bolivia, esta

region se cree que es un nucleo de imposibilidad de hallar vector y/o VLA.

Centrandonos en los resultados obtenidos en los analisis de los segmentos 2 y 6, y
tomando en cuenta la pertenencia al topotipo western analizada en los segmentos 3, 7 y 10, se
observa una fuerte cercania génica de los aislamientos argentinos y otros de origen
africano/europeo. Esto ocurre en primera instancia por el sesgo de informacion que hay respecto
a secuencias sudamericanas y/o del continente entero considerando solo virus de serotipo 4. Este
serotipo ha sido aislado en Centroamérica y Caribe aunque no se cuentan con secuencias

correspondientes a esos aislamientos. El serotipo 4 ha incursionado en Europa y se han reportado
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brotes del mismo en Grecia durante 1999 y 2000. Los virus aislados en esa ocasidén resultaron
estrechamente relacionados con virus anteriormente aislados en Chipre y Turquia (1969 y
1978)™°. Asi mismo estos aislados tienen gran cercania genética con la cepa de referencia de
posible origen Sudafricano (aunque también se sospecha que su origen sea en realidad Chipre).
Otros aislamientos han sido reportados en las cercanias de esta regidn en Israel en los afios 2001,
2002 y 2006, del mismo modo VLA serotipo 4 fue también detectado y aislado en Espafia en los
afos 2003, 2004 y 2005. Por todo esto, se postula que el virus que origind estos brotes en las
cercanias del Mediterrdneo, se mantuvo circulando en el norte de Africa y desde alli
eventualmente habria entrado a Europa por dos vias, el area de Marruecos-Tunez o Turquia. Este
conocimiento previo nos lleva a la hipdtesis que los aislamientos argentinos habrian tenido un
origen comun con esta cepa primitiva circulante en el norte de Africa, dado que se vio para el
analisis de los segmentos 2 y 6 que las secuencias argentinas muestran estrecha relacién con los
aislamientos de VLA serotipo 4 antes mencionados, aunque formen el antes descripto cluster

sudamericano.

Dada la distribucion global y el relevamiento previamente realizado por Lager y col,
Argentina es un pais considerado como de incursién aleatoria, segun los parametros utilizados y
con la informacidn disponible hasta la fecha. Sin embargo, aqui mostramos que las secuencias de
aislamientos obtenidos entre 1999 y 2009 son 99% idénticas en su secuencia. Esto indica una
fuerte estabilidad genética que sugiere que la putativa cepa inicial, estd aun circulando en la

region. White y col *

postulan que este fendmeno de estabilidad génica puede darse por la
presencia de animales inmunolégicamente naive los cuales se infectan cada afio por la misma cepa
viral y por otros factores no definidos (hospedadores, ambientales, virales) los cuales podrian
actuar como herramientas de seleccion purificadora. Ademas, fue reportado que el VLA puede

persistir en ganado asintomético por afios'®.

La distribucién y la ruta de introduccidn propuesta para la enfermedad en el NEA
argentino podrian ser explicadas por el movimiento de animales, los factores climaticos
preponderantes y la presencia del vector competente. De acuerdo a estudios previos, la especie
dominante de Culicoides en la regién es C. insignis, seguido por C. paraensis y C. venezuelensis™.

Otros reportes también apuntan a C. insignis y C. pusillus como los mas representativos del género
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en las Américas. Sin embargo, no esta identificada fehacientemente la/s especie/s que actlan

como vector de VLA en la regiéon®.

Cabe mencionar que, previamente, como parte de un proyecto que se llevé a cabo en el
Instituto de Virologia, se intentd detectar VLA en Culicoides Insignis pero no se lograron resultados
positivos, creemos que es un ensayo factible de abordar mediante la optimizacién de técnicas

diagndsticas que permitan ensayos con mayor sensibilidad y especificidad.

La presencia de circulacion viral en territorio nacional debe considerarse una
preocupacién sanitaria importante y merecedora de un programa de vigilancia y control oficial,
gue permita un andlisis mas profundo de la situacidn epidemioldgica de la enfermedad en
territorio argentino, y que evite nuevos ingresos y la diseminacion de la infeccidn existente.
Porque aunque no tiene la significancia sanitaria de otras enfermedades como la Fiebre Aftosa,

debe considerarse una enfermedad capaz de generar importantes pérdidas econdmicas.

Si bien nuestro pais puede ser considerado “zona de incursidn aleatoria” y en la mayor
parte del territorio no estan dadas las condiciones ecoldgicas para el establecimiento permanente
de los vectores y que su introduccién depende de condiciones climaticas especiales (aumentos de
temperaturas, vientos, lluvias)'**>*>'*>'® |a presencia confirmada del virus asi como la deteccién
de animales seropositivos debe constituir una “alarma sanitaria”, porque tal como lo demuestra la
epidemia que sufrid Europa, la enfermedad puede ser responsable de importantes pérdidas
econdmicas vy significar una interferencia muy importante para el comercio exterior. Aunque las
barreras climaticas y geograficas serian una limitante para la actividad viral porque depende
esencialmente de la actividad de los vectores, la epidemiologia de la enfermedad demuestra que
existen condiciones dindmicas cambiantes que pueden permitir el ingreso del virus en nuestro
pais, y las pruebas obtenidas ultimamente son un ejemplo de ello. De hecho, la deteccion y
aislamiento de VLA en nuestro pais a lo largo de una década comprendida entre los afios 1999 y
2010, son la muestra fundamental que el virus es una amenaza real. Recientemente, en junio de
2013, un brote de VLA ha sido reportado en Rio de Janeiro, Brasil, constituyendo un nuevo

. . . . . .7 .7 2
indicador irrevocable de la presencia y circulacién de VLA en la region*>*.
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Mas secuencias regionales son necesarias para caracterizar el virus en Argentina vy
Sudamérica, para asi poder expandir el conocimiento acerca de la circulacién de VLA en el
subcontinente y enmarcar la situacién local en el contexto global. Esta necesidad se extiende, por
supuesto, a la necesidad de nuevos datos seroldgicos logrados en relevamientos planificados o
como parte de una red de vigilancia activa para el VLA y también para otros Orbivirus
considerados emergentes o exdticos. Como se discutid anteriormente, los datos regionales
disponibles son resultantes de relevamientos informales, y mas audn, estan realizados con técnicas
poco precisas o metodologias no validadas. Esto hace aun mas escasa la informacidn sobre Ila
enfermedad y/o sobre la circulacién viral en nuestro pais, la regidén y el continente. En este
contexto y en un enfoque geografico los datos obtenidos en el Noreste de nuestro pais estan
aislados en cuanto a la imposibilidad de contar con informacién de las regiones circundantes. Aun
asi y como resultado de esta falta de informacién, las secuencias argentinas obtenidas en esta

tesis se establecen como Unicas referencias sudamericanas de la presencia del virus.
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6.2 DESARROLLO DE UNA VACUNA A SUBUNIDAD, DIRECCIONADA A CELULAS
PRESENTADORAS DE ANTIGENOS, PARA EL VIRUS DE LA LENGUA AZUL

Se introdujo y se discutid acerca de la creciente importancia del VLA a nivel global.
Habiendo caracterizado las cepas aisladas, circulantes en el pais, para abordar posibles
mecanismos de control y prevencidn es necesario contar con técnicas diagndsticas apropiadas y el
desarrollo de vacunas seguras con caracteristicas DIVA que permita estar preparados frente a la
necesidad de vacunacién. El desarrollo de un inmundgeno comenzd a desarrollarse en este

proyecto de tesis.

Como se menciond previamente, las vacunas clasicas, inactivadas o atenuadas son las mas
frecuentemente utilizadas y aplicadas a sistemas de prevencion; las mismas son consideradas de
bajo costo y facil produccidn, pero en realidad traen asociado un considerable riesgo de manejo

63117120122 Py | caso de las vacunas atenuadas, existe la

especialmente con agentes exdticos
posibilidad que se generen reasociaciones génicas con cepas circulantes de campo generando
nuevas subespecies con caracteristicas bioldgicas emergentes. Estas vacunas también pueden
provocar efectos negativos teratogénicos en animales vacunados. Ademas, en el caso particular de
nuestro pais, las autoridades sanitarias no permiten el uso de vacunas atenuadas en el area
veterinaria. Por otra parte, las vacunas inactivadas salvan estos peligros mencionados para las
vacunas atenuadas, pero se necesitan mayores dosis para lograr una inmunogenicidad apropiada.
Adicionalmente ninguno de los anteriores tipos de vacunas pueden ser utilizados para diferenciar
animales vacunados de naturalmente infectados. Por todo esto, una gran alternativa son las
vacunas a subunidad. Estas salvan todos los riesgos anteriores siendo la posibilidad mas
prometedora de desarrollo'®*'*°. Asi mismo, la carencia de vacunas para el VLA de fabricacién

nacional y las condiciones de bioseguridad requeridas para producir las vacunas convencionales,

incrementa las posibilidades de adopcion de desarrollos biotecnolégicos por parte de la industria.

La proteina VP2 del VLA ha sido caracterizada en varias oportunidades como la
responsable de gran parte de la respuesta inmune al patdgeno. VP2 es la proteina
inmunodeterminante e inmunorrelevante dada su posicion en el viridn y su accion bioldgica

asociada, en otras palabras, VP2 es el principal determinante de especificidad serotipica y es el
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principal antigeno blanco para anticuerpos neutralizantes. Es de esperar que una vacuna pensada
en torno a esta proteina sea efectiva. Por otro lado, la respuesta inmune asociada a una infeccidn
por el VLA, ha sido reportada no solo como respuesta humoral. Si bien niveles éptimos de
anticuerpos neutralizantes son suficientes para generar proteccion frente a la infeccion, existen
reportes en los cuales se describe proteccién en ausencia de anticuerpos neutralizantes, haciendo
referencia a otros mecanismos de respuesta inmune celular como responsables de la protecciéon

observada 7 7°

. Por esto, en adicién a lo mencionado para la proteina VP2 y sus caracteristicas
inmunorelevantes, una vacuna a subunidad que unifique estas dos caracteristicas es de particular

interés.

El sistema de baculovirus ha sido ampliamente utilizado para expresar proteinas
heterdlogas provenientes ya sea de organismos eucariotas, procariotas y virus 129 las proteinas
expresadas en el sistema baculoviral pueden alcanzar hasta la mitad de la proteina total de la
célula de insecto, siendo una herramienta atractiva desde el punto de vista de la expresién masiva
de proteinas. Los baculovirus poseen baja citotoxicidad en las células de mamifero (in vitro),
incapacidad inherente de replicar en las mismas y ausencia de anticuerpos preexistentes en los
animales, estas caracteristicas los han convertido en candidatos para desarrollar vacunas contra
distintos agentes. Del mismo modo, el potencial efecto adyuvante de los estos ha cobrado

importancia en los tltimos afios ***”>,

En este trabajo de tesis, a partir de uno de los aislamientos (4/ARG/829/2001, accesion
number JX024950.1) se obtuvo la secuencia para el marco de lectura abierto contenido en el
Segmento 2, codificante para la proteina viral VP2. El mismo se pudo clonar en un vector para el
sistema Bac to Bac, para luego generar particulas baculovirales recombinantes, expresando las dos

proteinas a evaluar como inmunégenos experimentales: VP2 sola y APCH-VP2.

Dada la alta variabilidad existente entre secuencias del Seg2 de serotipos diferentes y aun
dentro del mismo serotipo, se plantea el interrogante de la validez de una vacuna basada en una
secuencia de un aislamiento en particular, mas aun cuando esta secuencia y aislamiento muestra
una evolucién dentro de un linaje fuerte, como es el caso de las secuencias sudamericanas de
VLA4 presentadas en este mismo trabajo de tesis. Se menciond en el analisis filogenético del Seg2,

que las secuencias argentinas agrupaban dentro de un cluster fuertemente soportado mostrando
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una evolucién regional independiente dentro del contexto global, pues bien, para analizar a priori
este caso, se efectuaron comparaciones de secuencias aminoacidicas por grupos para contrastar
las identidades compartidas entre todas las secuencias disponibles del Seg2 para el serotipo 4.
Este analisis demostré que todas las secuencias comparten un nivel global de similitud que va de
91% a 100% y que las zonas de mayor variabilidad responden a una variabilidad conjunta, aunque
de distinta intensidad. Los perfiles vistos en las curvas de cada una de las comparaciones
mantienen un patrén similar y sugirieron una variaciéon conjunta o basada en mutaciones fijadas y
deriva génica y no producto de eventos de recombinacion. A esto se suma la tendencia de mayor
similitud entre el grupo de secuencias argentinas y el grupo de secuencias de todo el mundo que
respecto al grupo conteniendo la secuencia de la cepa vacunal referencia para VLA4. Demaula y
col. y Caporale y col. han reportado previamente regiones dentro del Seg2 donde se hallaron
epitopes neutralizantes. DeMaula y col® reportaron estas regiones en las posiciones
aminoacidicas 199-213 y 321-346 y Caporale y col® entre las posiciones 317-395. En las curvas
generadas por el software SimPlot se ve una alta similitud entre los tres grupos para estas
posiciones, lo cual indicaria que, a grandes rasgos, los epitopes putativos se mantendrian dentro
del espectro de secuencias conocidas para el Seg2 de VLA4, esto es una primera aproximacion
analitica basada en las curvas de similitud obtenidas. De este mismo andlisis se desprende la
cualidad de mayor similitud entre todas las secuencias disponibles entre si, mas que con la cepa
vacunal, esto daria una mayor confianza en una nueva vacuna basada en aislamientos con estas
caracteristicas génicas frente a la cepa vacunal clasica dado que seria en base a secuencias mas
representativas de la situacién actual del serotipo 4 circulante no solo a nivel local, sino

posiblemente a nivel regional y mas aun, a nivel global.

La expresién de proteinas recombinantes por medio de los baculovirus generados, se
evalud para lograr niveles éptimos de produccidon, procurando obtener antigeno suficiente para el
trabajo sobre animales. Asi es que se evaluaron distintas condiciones de cultivo celular, distintas
multiplicidades de infeccidn, distintos tiempos de cosecha y distintos volumenes de cultivo para
obtener el mds éptimo rendimiento para produccidon de antigeno. Con el mismo fin, las proteinas
expresadas se caracterizaron antigénicamente por deteccidon de las mismas con anticuerpos
especificos para la construccion realizada y sueros policlonales de animales naturalmente

infectados.
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En este trabajo de tesis, se logré la expresién de las dos proteinas recombinantes
planteadas, utilizando como plataforma de expresidon el sistema baculovirus. Lo ensayos de
inmunogenicidad mostraron que ambas vacunas experimentales fueron capaces de inducir
anticuerpos neutralizantes (ANs) en cobayos y bovinos. Esta reportado que los ANs juegan un rol

preponderante en el desarrollo de proteccidn frente a la infeccidn viral.

Tanto en las pruebas de cobayos como en las de bovinos se vio que niveles comparables
de ANs fueron alcanzados por masas muy distintas de antigeno, siendo la masa de APCH-VP2, 4
veces menor que las dosis de antigeno de VP2. Esta relacién de masas de antigeno se mantuvo en
todas las dosis de inmunizacidn, demostrando la capacidad de la molécula APCH de potenciar la
respuesta de ANs. Dicha capacidad se habia puesto a prueba anteriormente en otros sistemas y
para otros patégenos. Gil y col.**’ demostraron un aumento de la respuesta inmune para ratones
vacunados con APCH-2121 (péptido derivado de parvovirus canino) respecto a los vacunados con
2121 (solo o asociados a moléculas carriers no relacionadas). Dichos resultados se repitieron para
pruebas utilizando como antigeno la proteina VP60 de RHBV (virus de la enfermedad hemorragica
de conejo) en conejos, su hospedador natural. Adicionalmente, resultados previos de nuestro
grupo demostraron que esta misma estrategia es exitosa para vacunas desarrolladas en plantas,
como sistema de expresién, utilizando la proteina E2t (truncada) del virus de la diarrea viral bovina
(BVDV)"*. En dichos ensayos, la proteina producida con alfalfa (Medigago sativa, L.) fue efectiva
como vacuna generando altos titulos de AN en cobayos y bovinos (siendo este ultimo, el huésped
natural del virus), con respuestas comparables a las obtenidas con virus inactivado aun para
masas de APCH-E2t de 0.04 ug (cobayos) y 3 ug (bovinos). Del mismo modo que ocurria para el
trabajo realizado por Gil y col.'”” en este trabajo con E2t producida en alfalfa, se alcanzaron niveles
de AN comparables con los alcanzados en animales inmunizados con masas hasta 5 mayores de la
proteina E2t (sin APCH). En este trabajo, se alcanzaron considerables niveles de AN tanto para el
modelo animal planteado (cobayo) como para el hospedante natural (bovino). Es importante notar
las masas minimas ensayadas capaces de generar respuesta inmune para cada modelo. En
cobayos, se reporta una masa minima de VP2 de 0.6 ug y 0.15 ug para APCH-VP2. Para el caso del
hospedante natural (bovinos) se reportaron masas de 3.6 ug para VP2 y 0.9 ug para APCH-VP2. En
cada uno de los animales ensayados no se observaron diferencias significativas dentro y entre las

dosis, y dentro y entre las moléculas utilizadas para inmunizar. Esto hace que la respuesta elicitada
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por 0.15 pug de APCH-VP2 sea comparable con la producida por 2.4 ng de VP2. Estos ensayos
constituyen otra prueba de la efectividad de la molécula direccionadora a células presentadoras
de antigeno (APCH) como estimuladora de la respuesta humoral al momento de ser utilizadas
como agentes vacunales en compafiia de un antigeno, en este caso, viral. Este ensayo con
constituye una aproximacién a una curva “dosis respuesta”; por lo cual, un experimento de este
tipo, ampliando el rango de masas antigénicas a evaluar, deberia ser llevado a cabo para
determinar la masa minima de cada vacuna experimental capaz de evocar la repuesta de ANs
deseada y para asi, comprar mejor los inmunégenos ensayados . Sin embargo, se destaca
nuevamente que una dosis 4 veces menor de APCH-VP2 induce niveles similares de ANs que los
generados por VP2 sola. En este grupo de ensayos se plantedé que dado que la dosis minima de
cobayo fue suficiente para inducir altos titulos de ANs, esta fue la base para los ensayos en
bovinos. De acuerdo a experiencias del grupo, cuando el cobayo es empleado como modelo para
evaluar potencia de vacunas (particularmente para virus del Complejo Respiratorio Bovino vy
Rotavirus), la dosis empleada en el bovino es 5 veces la del cobayo. Tomando todo esto en

consideracion, se eligié una dosis 6 veces mayor a la de cobayos para la prueba en bovinos.

En bibliografia de afios atrds, se postulaba que la inmunogenicidad de VP2 se veia
aumentada cuando se inmunizaba en expresién conjunta con VP5, dado que VP5 podria
influenciar la conformacion terciaria de VP2 y asi tendria mds representatividad en cuando a los
antigenos conformacionales que caracterizan al VLA en infecciones naturales. Esto, en los ultimos
afios se ha visto cuestionado dado que ensayos recientes'’”” han demostrado que iguales o
mayores grados de proteccion son alcanzados para vacunas basadas solo en VP2 en comparacion
contra la vacuna que combina VP2 y VP5 y mas aun contra vacunas basadas en otras particulas

virales (VP7, NS1, NS2).

A su vez, también se destacan dos propiedades de las vacunas experimentales ensayadas
en la tesis, la primera es la seguridad/inocuidad de las vacunas presentada, dado que después de
cada vacunacién, ningun animal inmunizado mostrd reacciones locales o efectos adversos. El
segundo factor importante es la capacidad DIVA de estas vacunas, dado que en el ensayo realizado
en bovinos, ningln animal vacunado con proteina producida en baculovirus fue detectada por el

kit ELISA de competicidn (de disponibilidad comercial - VMRD) el cual detecta la proteina viral VP7,
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por lo cual se enmarcan dentro de la definicion de una vacuna DIVA es decir, con la capacidad de
diferenciar animales vacunados de animales naturalmente infectados por el VLA. Se ha remarcado
este concepto como de importancia mayor en situaciones de brotes dénde es necesario realizar

una discriminacién epidemioldgica de los animales incluidos dentro de un area afectada.

Dentro del contexto del ensayo de bovinos, se propuso caracterizar la respuesta inmune
en dos etapas mas, primeramente buscé analizar el perfil de inmunoglobulinas G resultado de la
inmunizacion con cada vacuna y luego se buscd analizar la presencia de células T de memoria
mediante un ensayo de linfoproliferacién. Para el primer caso, la caracterizacion del perfil de
inmunoglobulinas no arrojé diferencias significativas entre los grupos, dentro de cada
determinacidn, es decir, para la determinacion de 1gG1 no hubo diferencias significativas entre las
dos vacunas experimentales y la vacuna inactivada, pero si entre cada una de ellas y el control
negativo del ensayo (animales sin inmunizar). El mismo patrén se observé para la determinacion
de 1gG2. Cuando se analizé la relacion entre titulos de 1gG1/1gG2 se evidencié que existe una
similitud de resultados para los bovinos vacunados con VP2 y la vacuna inactivada
(aproximadamente una relacion 0,8), pero se observo en el grupo de los bovinos vacunados con

APCH-VP2 que dicha relacion se invirtid, presentando un valor aproximado de 1,4.

En cuanto a el rol de cada uno de los isotipos de inmunoglobulinas G ensayados, se sabe
qgue soélo 1gG1 es capaz de enlazarse a un receptor (FcR) presente en el epitelio secretor de la
glandula mamaria bovina que capta selectivamente la IgG1 sérica y la concentra en el momento de
produccién de calostro, por esto en los rumiantes la principal inmunoglobulina secretora en el
calostro y en la leche es entonces I1gG1, debido a dicha transferencia selectiva desde la circulacién
hacia la glandula mamaria'’®. Respecto a los resultados obtenidos en este trabajo, la misma
tendencia se observé para la antes mencionada prueba de la vacuna APCH-E2t (proteina de la
envoltura del virus de la diarrea viral bovina - BVDV - datos no publicados aln, parte de la tesis
doctoral de la Vet. Maria Sol Perez Aguirreburualde). Como se dijo, en dicho ensayo la tendencia
de la relacion 1gG1/IgG2 fue la misma indicando que el direccionamiento mediante la molecula
APCH podria estar relacionado con este cambio de perfiles de subtipos de 1gG en la respuesta
inmune frente al perfil obtenido con VP2 sola. Estudios previos para la caracterizacion de la

respuesta de vacunas basadas en APCH y en moléculas direccionadas a MHC clase Il en ratdn,
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147

mostraron también una tendencia a la mayor produccion de IgG1 frente a IgG2™"". Es importante

destacar que para VLA se ha detectado un grado importante de infeccién transplacental en

hembras infectadas (ovinos y bovinos)®!6177.178

asi como también, infeccidn por consumo de
calostro por parte de las crias. Por otro lado, varios estudios han demoestrado que la vacunacion
pasiva o alimentacion con calostro conteniendo ANs podrian conferir proteccién a los animales
frente a posibles infecciones®. Entonces en este contexto, una putativa vacuna que confiera la
capacidad de incrementar la produccidon de ANs especificos de isotipos IgG1, los cuales serian
concentrados en calostro seria de particular interés en condiciones de campo donde multiples

variables pueden afectar este proceso. Futuros experimentos deberan ser llevados a cabo para

cotejar esta hipdtesis.

En cuanto a los mecanismos que median la proteccién contra VLA, se sabe que ademds de
la respuesta humoral, el factor celular emerge como otro actor clave en la inmunidad asociada a la
infeccién/enfermedad, de hecho se postula que la inmunidad mediada por células (IMC) seria un
factor clave en etapas tempranas de la infeccién reduciendo la propagacion del virus, aunque sin
eliminarlo completamente '”. Las vacunas suelen estar disefiadas en torno a las moléculas virales
dominantes en cuanto a la inmunidad humoral, aunque recientemente, nuevos estudios sobre
inmunidad celular acompafian los desarrollos y pruebas de vacunas experimentales. En
bibliografia, hasta la fecha se han caracterizado a las proteinas virales VP2, NS1 y NS2 como las
mayores estimulantes de la inmunidad mediada por células, aunque NS1 y NS2 no son las
inmunodominantes en cuanto a la respuesta humoral. En este trabajo de tesis se realizd un ensayo
de linfoproliferacién dependiente de antigeno en el cual se observé un considerable indice de
proliferacién especifica en los bovinos vacunados con VP2. Se destaca la no proliferacién in vitro
de los linfocitos obtenidos de animales vacunados con APCH-VP2 tal vez debida a la baja masa con
la que se inmunizé a los animales. En cuanto al resultado de los controles, los animales sin
inmunizar (el control negativo) muestran valores ligeramente por debajo de cero, esto puede
ocurrir por el tratamiento de datos, en el cual al porcentaje de proliferacién frente a la
estimulacién (en este caso, VLA4 inactivado por UV) se le resta el porcentaje de proliferacion
inespecifico (mock) el cual en este caso, resultd ser ligeramente mayor. Esto podria deberse a que
el “mock” (sobrenadante de células BHK21 sin infectar inactivado por UV) estaria presente en la

vacuna contra Virus de la Fiebre Aftosa con la cual se vacuna a los animales del campo
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experimental de INTA. Los valores del control negativo fueron comparables tanto a los valores de
no proliferacidon de la vacuna APCH-VP2 y del control positivo, es decir, animales vacunados con
VLA4 inactivado por BEIl. Resultados similares en cuanto a la no proliferacién de linfocitos

I'”> en cuyo

provenientes de animales vacunados con VLA inactivado, fueron vistos por Top y co
ensayo en ovinos no vieron proliferacién especifica significativa en ovejas vacunadas con VLA,
también inactivado por BEI. Por otro lado, Anderson y col **° no vieron proliferacién especifica al
utilizar VP2 y NS2 como vacuna y posterior estimulo in vitro en bovinos, pero si para NS1 aunque
los valores que reportan son bajos. Entonces, linfoproliferacién especifica dependiente de
antigeno confirma la inmunogenicidad de la vacuna recombinante en términos de inmunidad

celular. Sin embargo, otros antigenos deben evaluarse como estimulos para confirmar si los

inmundgenos son capaces de generar IMC.

En el caso del VLA se conoce que el actor fundamental en cuanto a la proteccidon frente a
infecciones es la respuesta humoral, aun no esta en claro el mecanismo por el cual la respuesta
celular actta aunque se sabe que lo hace, de hecho desde hace décadas se conoce que el nivel de
AN no correlaciona del todo con el nivel de proteccidn sin embargo, el rol de los linfocitos T en la
proteccidén contra la LA es aun controversial, el mayor ejemplo esta dado por los ensayos dénde
VLA inactivado es capaz de proteger totalmente al animal aunque no sea detectable una

proliferacién in vitro'” % 17°,

En esta seccion del trabajo de tesis se verificd la factibilidad de un desarrollo de una
vacuna a subunidad direccionada a células presentadoras de antigeno para el virus de la lengua
azul. Para el desarrollo experimental, se determinaron las condiciones éptimas de expresidn y se
realizaron pruebas de inmunogenicidad en cobayos y uno de los hospedadores naturales (bovinos)
siendo este Ultimo, de particular importancia dado que es un hospedador que no suele mostrar
signos clinicos de infeccién, por lo cual se lo considera un importante reservorio del virus. Para
caracterizar en un primer nivel, la respuesta inmune producida por la vacuna, se realizaron

ensayos de analisis de isotipos de I1gG y ensayos de inmunologia asociada a la respuesta celular.

Todos estos resultados informados y discutidos constituyen un aporte original al estudio
de las vacunas a subunidad contra VLA en cuanto a la estrategia utilizada (direccionamiento a CPA)

y los ensayos realizados. Esto es también un antecedente para futuros desarrollos de vacunas
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recombinantes para el VLA. Los resultados preliminares presentados en este trabajo de tesis
deberan confirmarse con ensayos de proteccion en modelos experimentales o en el hospedador
natural y con analisis mds profundos de la respuesta inmune inducida, particularmente Ia
respuesta inmune celular. De lograrse los resultados esperados, se podra contar con una vacuna a
subunidad para el VLA de eficacia comprobada que podria ser adoptada por la autoridad sanitaria

y/o la industria cuando la vacunacidn frente al VLA se convierta en una necesidad para el pafs.
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7. CONCLUSIONES FINALES
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Se logré aislar VLA en dos oportunidades a partir de muestras de sangre de
animales naturalmente infectados.

Fue posible secuenciar el marco de lectura abierto de 5 segmentos del genoma de
VLA.

Se realizd la primera caracterizacion genética de los aislamientos de campo
argentinos de VLA.

Los estudios filogenéticos permitieron caracterizar dichos aislamientos en cuanto a
su origen y caracteristicas genético-inmunoldgicas.

Se generaron dos inmundgenos experimentales basados en la expresién de la
proteina VP2 en el sistema de baculovirus recombinante

Los inmundgenos desarrollados fueron capaces de inducir respuesta de
anticuerpos y respuesta celular en bovinos y cobayos. Del mismo modo, la adicion
de la molécula APCH permitié disminuir al menos 4 veces la masa de antigeno en la

formulacién vacunal
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8. ANEXO
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Figura A.1: Arbol filogenético reconstruido por Neighbor-joining mostrando relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Seg2 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El analisis filogenético fue
llevado a cabo con el software MEGAS. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados en los nodos
informativos mejor soportados.

131



16/RSAIREF/1974 astern topotype
'_~16/TUR/01/2000
9/BUL/01/1999
100 16/CYP/01/2004
16/GRE/13/1999

25/SW1/01/2007
Western topotype

17/USA/1997

9/IRSA/REF/1959

Western topotype

4/RSA/REF/1958

2/COR/2000
2/IT/2002 {00 4/GRE/07/2000
2/TUN/01/2000 N%IYGPAOE%MWWQQ
4/MOR/2004
4/SPAJ01/2003 1/RSArrr
16/ZIM/2003 4/1SR/01/2001
4/SUD/1983 B/RSArmT
2/USA/1995 6/NET/05/2008 0.03

2/RSAREF/1958  1/NIG/01/1982

Figura A2: Arbol filogenético reconstruido por Neighbor-joining mostrando relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Seg3 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El analisis filogenético fue
llevado a cabo con el software MEGAS. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados en los nodos
informativos mejor soportados.
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Figura A.3: Arbol filogenético reconstruido por Neighbor-joining mostrando relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Segb de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El analisis filogenético fue
llevado a cabo con el software MEGAS. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados en los nodos

informativos mejor soportados.
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Figura A.4: Arbol filogenético reconstruido por Neighbor-joining mostrando relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Seg7 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El analisis filogenético fue
llevado a cabo con el software MEGADB. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados en los nodos
informativos mejor soportados.
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Figura A.5: Arbol filogenético reconstruido por Neighbor-joining mostrando relaciones genéticas entre diferentes
secuencias del Seg10 de VLA (cepas referencia y aislamientos de campo) de todo el mundo. El andlisis filogenético fue
llevado a cabo con el software MEGAS. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) son mostrados en los nodos
informativos mejor soportados.
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Nombre
BTV/Seg2/01
BTV/Seg2/02
BTV/Seg2/03
BTV/Seg2/04
BTV/Seg6/01
BTV/Seg6/02
BTV/Seg6/03
BTV/Seg6/04

BTV/Seg10/01
BTV/Seg10/02

BTV/Seg7/01
BTV/Seg7/02
BTV/Seg3/01
BTV/Seg3/02
BTV/Seg3/03
BTV/Seg3/04

Orientacion
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Antisentido
Sentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido

Segmento
Seg2
Seg2
Seg2
Seg2
Segb
Segb
Segb
Segb
Segl0
Segl0
Seg7
Seg7
Seg3
Seg3
Seg3
Seg3

Secuencia 5°-3°
AGAGTGTCCCACAATGGAGGAGT
CACTTAAGTACGTAAATACGGCTG
TGGGATCAGGAGCGGTTTAAACT
TGTAAGAGGCCACAGGTCCGTG
AAGTATTCTCCTACTCGC
TTGAACCTCATCATCAC
GTAAGTGTAAGCTTCTCC
CAGAGAGAAGTCAAGATG
AAAAGTGTCGCTGCCATGCTAT
GTGTGTAGCGCCGCGTACCCTC
ATCTATAGAGATGGACACTATCG
AGTGTAATCTAAGAGACGTT
GTTAAATTTCCGTAGCC
GCAACGAAAACACGGAGTGTAA
ATGGCGAGACAGCTTGATATA
GTGTGTTTCCGCTGCCGCTAC

Posicion*
7-29
1770-1793
1439-1461
2900-2921
7-24
1077-1093
1621-1638
571-588
5-26
797-818
8-31
1135-1154
1-17
1629-1650
1197-1217
2748-2768

Tabla Al: Detalle de primers utilizados para obtener los segmentos para secuenciar. El disefio se realizd6 mediante el
analisis de alineamiento de secuencias disponible en la base de datos GeneBank (NCBI). Para los segmentos mas
variables (Seg2 y Seg6) se alinearon particularmente secuencias correspondientes al serotipo 4 y al nucleotipo

correspondiente, para los segmentos mas conservados (Seg3, 7 y 10) se alinearon secuencias generales y se buscaron

zonas conservadas. En general, se buscé amplificar por RT-PCR fragmentos de un promedio de 1,5 Kb Entonces se

disefiaron primers de modo que los fragmentos obtenidos se solapen y cubran el segmento deseado.

(*) las posiciones son relativas a secuencias referencia: AJ585125(Seg2), DQ186795 (Seg3), AJ586682 (Seg 6), AY263377
(Seg7), AY426600 (Segl0).
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Nombre de primer  Orientacion Inserto que Secuencia 5’- 3’
clona
L2 FW-Sall-ATG sentido Seg 2 GTCGACATGGAGGAGTTTGTCA
L2 Rv-His-Notl antisentido Seg 2 CGAAATTACTCAACGTTCATCACCATCACCATCACTAGGCGGCCGC
APCH-EcoRI FW sentido APCH GAATTCATGGACTTCGGGTTGA
APCH Rv-Sall antisentido APCH TCCGGTGGCGCTCTCGAGGTCGAC

Tabla A2: Detalle de primers utilizados para clonar el marco de lectura abierto codificante para VP2 de VLA.
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