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RESUMEN

La fiebre aftosa (FMD, por sus siglas en inglés) es una enfermedad que afecta a
animales domeésticos y silvestres de pezufia hendida y es causada por el virus de la
fiebre aftosa (FMDV). Esta enfermedad genera grandes pérdidas econdmicas en el
sector ganadero, principalmente en paises como Paraguay. Las vacunas anti-aftosa
actuales presentan algunas limitaciones, tales como dificultad en su produccion y
purificacion, requerimientos estrictos de cadena de frio, corta duracién en la
proteccion, entre otras. Ante este escenario, el objetivo de este trabajo fue producir
fagos filamentosos recombinantes (M13-GHL) que expresen, acoplado a la proteina
pVIII de la capside viral, el epitopo inmunogénico GHL (GH loop) de la proteina VP1
y evaluar la respuesta inmune en ratones inmunizados con el mismo. Se obtuvieron
fagos recombinantes, con el péptido GHL expresado en la superficie del fago y este
péptido fue reconocido por un anticuerpo anti-FMDV, sugiriendo una conformacion
nativa. Ademas, la inmunizacion de ratones con 1x10'? fagos, fue segura y logro
inducir respuesta inmune tanto humoral como celular contra el FMDV. La respuesta
de anticuerpos, evaluada por ensayo de ELISA, se caracterizo por un predominio de
anticuerpos 1gG1 por sobre 1gG2a, lo que sugiere una respuesta del tipo Th2
predominante. Con respecto a la respuesta inmune celular, se observé la proliferacion
de esplenocitos de ratones inmunizados con M13-GHL especifica contra FMDV.
Como conclusion, estos resultados en conjunto demuestran el potencial de los fagos
filamentosos recombinantes como alternativa para la produccion de vacunas contra el
FMDV.

Palabras claves: FMDV, vacuna recombinante, fagos filamentosos, phage display
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SUMMARY

Foot and mouth disease (FMD) is a cloven-hoofed disease that affects domestic and
wild animals and is caused by the foot-and-mouth disease virus (FMDV). This disease
generates great economic losses in the livestock sector, mainly in countries like
Paraguay. FMD vaccines present some limitations, such as difficulty in their
production and purification, strict cold chain requirements, short duration of
protection, among others. Given this scenario, the objective of this work was to
produce recombinant filamentous phages (M13-GHL) that express, coupled to the
pVI1I protein of the viral capsid, the immunogenic epitope GHL (GH loop) of the VP1
protein and evaluate the immune response in mice immunized with the same.
Recombinant phages were obtained, with the GHL peptide expressed on the surface of
the phage and this peptide was recognized by an anti-FMDV antibody, suggesting a
native conformation. In addition, the immunization of mice with 1x10*2 phages was
safe and produced both humoral and cellular immune responses against FMDV. The
antibody response, evaluated by ELISA assay, was characterized by a predominance
of IgG1l antibodies over 1gG2a, suggesting a predominant Th2-type response.
Regarding the cellular immune response, the proliferation of splenocytes of mice
immunized with M13-GHL specific against FMDV is found. In conclusion, these
results together show the potential of recombinant filamentous phage as an alternative
for the production of vaccines against FMDV.

Keywords: FMDV, recombinant vaccine, filamentous phages, phage display
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1 MARCO TEORICO
1.1 Fiebre aftosa

La fiebre aftosa (FMD) es una enfermedad viral que afecta tanto animales domésticos
como salvajes de pezufia hendida, su alto caracter contagioso la posiciona entre las
principales afecciones ganaderas de importancia a nivel mundial, es asi que las
regiones endémicas contienen tres cuartas partes de toda la poblacion mundial de
ganado susceptible a esta enfermedad (Knight-Jones et al., 2017; Knight-Jones &
Rushton, 2013a). El agente causal de esta enfermedad es el FMDV, perteneciente al
género Aphtovirus de la familia Picornaviridae, que basicamente consiste en un
genoma de ARN monocatenario de cadena positiva con 8500 bases, envuelto por
cuatro proteinas estructurales que conforman la capside icosaédrica que presenta
dicho virus (International Committee on Taxonomy of Viruses ICTV; Racaniello,
2007).

El FMDV se divide principalmente en siete serotipos (A, C, O, SAT-1, SAT-2, SAT-
3 y Asia-1), de los cuales tres se encuentran presentes en Sudameérica (A, C, O). La
infeccion con un determinado serotipo no protege al animal contra cualquiera de los
demas serotipos (Naranjo & Cosivi, 2013). En ganado bovino este virus se transmite
principalmente por via respiratoria a través de aerosoles, otra forma menos eficiente
de transmisién es través de ulceraciones en la piel o las membranas mucosas. Se ha
visto que luego de la exposicion controlada al virus por aerosoles ocurre una infeccion
primaria en las células epiteliales de la mucosa nasofaringea, para luego diseminarse
a través de tracto respiratorio, desencadenando finalmente una viremia y enfermedad
generalizada (Arzt et al., 2010; Pacheco et al., 2010).



Los animales que contraen esta enfermedad presentan fiebre de corta duracion;
lesiones epiteliales en la lengua, encias y areas internas de la boca, lo que lleva a una
salivacion excesiva y babeo; las lesiones también pueden presentarse en las zonas
interdigitales de las pezufias, lo cual produce una cojera en el animal. Ademas, produce
pérdidas de peso, disminucion en la produccion de leche y pérdida en la potencia de
traccion, lo cual se traduce en una disminucion en la productividad y pérdida
econdmica en el rubro de la ganaderia (Brooksby, 1982; James & Rushton, 2002). La
gravedad con la que se podrian presentar los signos y sintomas depende de varios
factores tales como la cepa viral, la especie del animal, la dosis de exposicion y el
estado inmunitario del huésped, siendo la mortalidad relativamente baja en los

animales adultos y alta en los animales jovenes (OIE, 2013).

Aproximadamente el 77% de la poblacion mundial de ganado correspondiente a las
zonas de Africa, Oriente Medio, Asia y algunas zonas delimitadas de América del Sur
presentan FMDV en circulacion, lo que conlleva a una amenaza permanente de esta
enfermedad en los paises libres de aftosa presente en estas zonas (OIE, 2020a). Estas
caracteristicas hacen que la FMD tengan un gran impacto mundial, a pesar de ser una
enfermedad con baja mortalidad, ya que infecta una gran cantidad de animales
susceptibles. El impacto econémico de esta enfermedad se debe tanto a la pérdida de
produccién ganadera como a la pérdida causada por los costos que conlleva el control
de la enfermedad (Knight-Jones & Rushton, 2013b). En una publicacion del 2013 se
estimo6 un gasto aproximado de 6,5 a 21 billones de dolares por afio en pérdidas de
produccidn y gastos por vacunacién. Por otro lado, los brotes de esta enfermedad en
los paises libres de aftosa causan una pérdida de mas de 1,5 billones de délares al afio
(Knight-Jones & Rushton, 2013b).

Como dato relevante, un informe publicado en el afio 2012 por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), afirma que el dltimo
brote de FMD en Paraguay generd una pérdida de 50.000 puestos de trabajo, mil
millones de ddlares en inversidén quedaron sin efecto y aproximadamente el 29% de
las exportaciones de carne disminuyeron, lo que demuestra que esta enfermedad es un
problema devastador en términos sanitarios y socioecondémico bajo condiciones no

controladas (FAO, 2012). En el 2019 Paraguay ocupo el puesto 11 como exportador



de carne a nivel mundial, siendo la ganaderia uno de los principales rubros econémicos
de nuestro pais (Meador & Balbi, 2019). Estos datos ponen en evidencia la importancia
de la vacunacién en el control de la enfermedad no solo a nivel regional, sino que

también a nivel global.

1.2 FMDV
1.2.1 Estructura

El FMDV es un virus sin envoltura cuya cépside posee una simetria icosaédrica,
dandole un aspecto aproximadamente esférico, con un diametro que ronda entre los 25
a 30 nm (Jamal & Belsham, 2013). Dicha céapside estd compuesta por 60 copias de las
cuatro proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4, La estructura de la capside esta
formada por 12 copias de un pentdmero compuesto a su vez por cinco copias de un
protdmero formado por una copia de cada una de las cuatro proteinas estructurales del
FMDV (Figura 1.A) (Acharya et al., 1989; Fry etal., 2005). En esta estructura, a
excepcion de la proteina VP4 que se encuentra hacia la cara interna de la cépside, las
tres proteinas estructurales restantes estan expuestas en la superficie viral (Acharya
etal., 1989). La proteina VVP1 es la principal responsable de la unién del virus a su
célula huésped, ya que contiene en su estructura un sitio denominado GH loop (GHL)
ubicado entre los aminoécidos 140 y 160, y que a su vez contiene un motivo RGD
(arginina-glicina-aspartato) que permite la unién del virus a la célula huésped,

mediante receptores de integrina (Figura 1.B ) (Kotecha et al., 2017).
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Figura 1. Estructura del FMDV y unién del GHL a la integrina. A.
Conformacion de las cuatro proteinas estructurales en la capside del FMDV.
Extraido de Gao, Sun, & Guo, (2016). B. Unién del FMDV a la célula huésped a
través de la interaccién del RGD de del sitio GHL de la proteina VP1 con las

integrinas. Extraido de Kotecha et al., (2017).



1.2.2 Ciclo replicativo

La unién del motivo RGD del bucle GHL de la proteina VP1 a integrinas, constituye
el primer paso que inicia la infeccién del FMDV (V O’Donnell et al., 2009). avpl,
avP3, avB6 y avP8 son las 4 integrinas identificadas en forma in vitro a las cuales el
FMDV puede unirse durante la infeccion, siendo la integrina avp6 la que posee una
mas alta afinidad por el FMDV (Berryman et al., 2005; Kotecha et al., 2017). Ademas
de las integrinas, los receptores de heparan sulfato también funcionan como punto de
entrada del virus a la célula, de esta manera, de acuerdo al receptor utilizado se produce
la internalizacion viral en la célula hospedera a través de endocitosis mediada por
clatrina en el caso de integrinas, o caveolina para los heparan sulfato (Martin-Acebes
et al., 2007; Vivian O’Donnell et al., 2008). Una vez que el virus es internalizado, la
acidificacion de los endosomas posibilita la liberacion del material genético al citosol,
para luego iniciar el proceso de traduccion gracias a la presencia del IRES (sitio interno
de entrada al ribosoma), llevando a la produccion de la poliproteina, la cual es
escindida para dar las distintas proteinas tanto estructurales como no estructurales,
paralelamente el genoma es replicado por accion de la polimerasa viral 3Dpol
(Belsham, 2005). El ciclo viral finaliza con la encapsidacion del ARN gendmico viral
y la posterior maduracion de la capside, de esta manera el virus recién ensamblado es

liberado a través de una lisis celular (Figura 2) (Grubman & Baxt, 2004).
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Figura 2. Ciclo de replicacion del FMDV. Union a receptores, entrada, replicacion
ensamblaje y liberacion de particulas virales del FMDV. Extraido de Gao et al.,
(2016)

1.2.3 Estructura genémica

El genoma del FMDYV se divide principalmente en una region 5’UTR, un ORF que
posee dos codones AUG alternativos que lleva a la generacion de una poliproteina de
unos 2300 aminoacidos que luego de ser procesada por proteasas virales genera las
distintas proteinas virales, y por Gltimo una region 3’UTR (Belsham, 2005). Los
productos finales generados a partir de la poliproteina consisten en cuatro proteinas
estructurales (VP1, VP2, VP3 y VP4) y ocho proteinas no estructurales (Lpro , 2A,
2B, 2C, 3A, 3B, 3Cpro y 3Dpol) (Figura 3) (Belsham, 2005).
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Figura 3. Organizacion del genoma del FMDV. VPg: proteina codificada por la
region 3B, unida covalentemente al extremo 5° del genoma; UTR: region no
traducida; L: proteina lider; 1A, 1B, 1C, 1D: genes correspondientes a las proteinas
estructurales VP4, VP2, VP3 Y VP1 respectivamente; 2A, 2B, 2C, 3B, 3C, 3D:
genes de proteinas no estructurales; P1-2A, P2, P3: poliproteinas precursoras.
Extraido de Belsham, (2005).

1.2.4 Vacunas contra FMDV

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la FAO lanzaron la Estrategia
Mundial de Control de la FMD, en la cual, se incluyen camparfias de vacunacion como
parte de la medida, definiendo las zonas o paises libres de aftosa en dos posibles
categorias: “libre sin vacunacion” o “libre con vacunacion”. Esta diferenciacion se
debe principalmente a que las vacunas actualmente utilizadas para esta enfermedad
presentan contaminaciones con proteinas no estructurales, lo cual dificulta distinguir
los animales vacunados de los animales infectados, siendo asi una barrera econémica
para los paises libres con vacunacion a la hora de exportar sus productos a los paises
libres sin vacunacion (Clavijo etal., 2017; Doel, 2003; FAO and OIE;Animal
Production and Health Division, 2012). En Sudamérica, alrededor del 77% de la
superficie libre de aftosa corresponde a la categoria “libre con vacunacion”

(incluyendo a Paraguay en esta categoria) (Clavijo et al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Estatus actual de la fiebre aftosa en los paises miembros de la OIE.
Distribucion mundial de los paises y zonas que forman parte del plan de control de
fiebre aftosa de la OIE y sus correspondientes estatus actuales. Extraido de OIE,
(2020).

A pesar de los afios de investigacion en vacunas contra el FMD, el inmundgeno basico
usado para su formulacion no presenta mayores cambios en los Gltimos 40 afios, estas
vacunas en su mayoria son generadas por amplificacién de la cepa virulenta de FMDV
correspondiente en células BHK-21, los virus amplificados son inactivados con
etilenimina binaria (BEI), y luego de una purificacion, son formulados utilizando
adyuvantes correspondientes (Rodriguez & Grubman, 2009; Zhang et al., 2011). A
parte del problema de contaminacién con proteinas no estructurales, ya mencionado
anteriormente, esta vacuna posee los inconvenientes de que para mantener la
inmunidad se necesitan refuerzos periddicos; demanda una estricta cadena de frio por
su termolabilidad; para su produccidn se necesita de instalaciones de alta bioseguridad
y contencion, ya que existen antecedentes de brotes por liberacion involuntaria del
virus; por ultimo, existen dificultades para obtener este tipo de vacunas con las cepas
no adaptadas a cultivo (Cottam et al., 2008; Doel, 2003). En regiones endémicas, como
Africa, los serotipos circulantes poseen una alta variabilidad antigénica, lo que implica
una constante reformulacion de las vacunas de acuerdo a la cepa circulante
(Rweyemamu et al., 2014). Para el desarrollo de nuevas cepas vacunales de virus
inactivados es necesario obtener altos rendimientos en los cultivos celulares en

términos replicacion viral y produccion antigénica, lo que se traduce en procesos que



permitan la adaptacion de las nuevas cepas a los cultivos celulares de produccion.
Ademas del costo, estos procesos podrian requerir tiempo, el cual es un factor de gran
importancia para el control de los brotes durante una emergencia (Maree et al., 2010;

Rweyemamu et al., 2014).

Ante lo anteriormente expuesto es necesario el desarrollo de nuevas vacunas, que
permitan la distincion de animales vacunados de infectados y que ademéas sean

termoestables y faciles de producir.

1.2.5 Sitio GHL como inmundgeno.

El GHL se caracteriza por ser uno de los epitopos de células B mayormente reconocido
por anticuerpos en el FMDV (Tang etal., 2012), y con gran capacidad para la
generacion de anticuerpos neutralizantes (Cheung et al., 1983; Fox et al., 1989). El
motivo RGD presente en este sitio se encuentra altamente conservado entre los
diferentes serotipos del FMDV, y estructuralmente se encuentra situada en la parte
superior del bucle formado en el GHL (Burman et al., 2006). Tanto la proteina VP1
como el sitio GHL, son muy estudiadas para el disefio de vacunas contra el FMDV
direccionadas a la obtencion de una respuesta inmune capaz de neutralizar la entrada
del virus a la célula huésped (Blanco et al., 2013; H.-B. Lee et al., 2017; C. Y. Wang
et al., 2002b).

Mas aln, varios trabajos han demostrado la capacidad de producir proteccién contra
el FMDV cuando animales de distintas especies son inmunizados con este sitio
antigénico (Bittle et al., 1982; Fischer et al., 2003; Pfaff et al., 1982). Un dato relevante
sobre el uso del GHL como inmundgeno es la vacuna comercial basada en péptido
sintético (UBITh®-VP1), que fue desarrollada por United Biomedicals, y aprobada
para su uso en cerdos en Taiwan y China Continental (Y. Cao et al., 2016; C. Y. Wang
et al., 2002a, 2004).

1.3 Fagos filamentosos

Los bacteriofagos que pertenecen a la familia Inoviridae, Ilamados cominmente fagos
filamentosos, infectan principalmente a bacterias Gram negativas (Marvin et al., 2006;
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Sharma et al., 2017). Existe un grupo de bacteriofagos filamentosos pertenecientes al
género Inovirus, caracterizados porque infectan especificamente a bacterias
Escherichia coli que expresan F-pili (fagos Ff), y esta compuesto por los virus M13,
fd, f1 y ZJ/2. De éstos, los fagos M13, fd y f1 son los mas estudiados y tienen una
similitud gendmica de 98,5% (Bayer & Bayer, 1986; Calendar & MyiL.ibrary., 2006).

En términos estructurales estos fagos pueden ser descritos como un nanotubo
compuesto por una nucleoproteina filamentosa semi-flexible de aproximadamente 880
nm de largo, 6,6 nm de diametro, en cuyo interior se encuentra su genoma, una
molécula de ADN circular de simple hebra. (Bennett et al., 2011). La capside se
encuentra conformada por una proteina principal con forma de espiral, llamada pVIII,
que recubren longitudinalmente al fago, superponiéndose varias copias del mismo de
manera helicoidal, el nimero de copias de esta proteina depende del tamafio del fago
oscilando alrededor de 2700 copias en el fago silvestre. En sus extremos se encuentran
las proteinas estructurales menores, pVI y plll por un lado, pVIl y pIX por el otro
(Figura 5) (Marvin et al., 2014).

- pVI pIX  pviI

E ~ \ pVIIl |

3 g AR RO RN, :

g ;: Iy %%%%W%%%%%%%%Q&%%%%%%%%%%%%%%W%%%%M g
,"! plil - C Terminal ADN circ}ular de \\"\, :’/

' simple hebra Sefial de encapsidacion
plll - N Terminal

Figura 5. Estructura de los bacteridéfagos filamentosos. Componentes
estructurales de la capside del bacteriéfago filamentosos M13.

La proteina plll reconoce en forma especifica la estructura F-pilus presente en la
bacteria E. coli, estructura por el cual se introducira el material genético del virus.
Cuando el ADN circular de simple hebra se encuentra dentro del huésped, utiliza la
maquinaria enzimatica del mismo para transformarse a la forma replicativa, que
consiste en un ADN de doble hebra, a partir de esta forma replicativa se inicia la
transcripcion produciéndose los ARN mensajeros que codifican para las distintas

proteinas del bacteriofago. A su vez, utilizando como templado la forma replicativa



11

del ADN, se van formando copias de ADN de simple hebra (ssDNA) por un
mecanismo de replicacion continua en circulo rodante. Una vez que las
concentraciones de proteinas virales sean suficientes, ocurre la incorporacion de la del
material genético a la particula viral a través de un complejo de encapsidacion viral
que se forma en la membrana bacteriana. Finalmente, el ensamble comienza con la
adicion de las proteinas virales pVII y pIX, de esta manera, a medida que el fago va
saliendo a través de la membrana bacteriana, se va adhiriendo pVIII a lo largo del
genoma, el proceso finaliza con el agregado de las proteinas plll y pVI, la particula es
liberada por la accion de la proteina plll (Smeal et al., 2016). Cabe resaltar que este
proceso ocurre sin comprometer la viabilidad de la célula huésped

1.4 Tecnologia Phage display

El genoma relativamente sencillo del fago filamentoso, su modo de replicacion y
empaquetamiento, hacen posible su facil manipulacion genética, permitiendo su uso
en una tecnologia cuyo nombre en inglés es Phage Display (exposicion en
bacteriéfagos). Esta tecnologia fue desarrollada por primera vez utilizando el fago
Escherichia virus M13, y consiste principalmente en la utilizacion de técnicas de
biologia molecular para fusionar una secuencia de ADN que codifica un péptido
foraneo de interés con el gen que codifica para una proteina del fago. De esta forma al
ensamblarse la capside viral, el péptido foraneo se expone unido a la correspondiente
proteina en la cubierta viral en su superficie. Los genes fusionados o editados también
pueden incorporarse al genoma durante el ensamble en las siguientes generaciones de
fagos, asi el genotipo de la particula viral corresponde al fenotipo (Figura 6) (Sidhu,
2000).
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Figura 6. Exposicion de péptidos exdgenos en la superficie del fago por phage
display. Proteinas estructurales del fago mas utilizadas en phage tanto para la
presentacion de péptidos (en la proteina pVIII) asi como de proteinas pequefias (en
la proteina plll). El fago ensamblado puede incorporar el fagémido que contiene los
genes de las proteinas de fusion.

Phage Display es una herramienta muy utilizada en bioingenieria y biomedicina,
presentando numerosas aplicaciones tales como tamizaje de bibliotecas de péptidos
para la busqueda de marcadores tumorales y desarrollo de anticuerpos recombinantes
(J. Cao, 2000; L. Wang et al., 2016), identificacion de proteinas inmunogénicas para
su uso potencial en la creacion de vacunas contra enfermedades infecciosas (Becker
et al., 2015), o para la investigacion de otros péptidos especificos de células o tejidos
(Israel, 1985; Wu etal., 2016); transporte de quimioterapéuticos a sitios diana
especificos, eliminando de esta manera la distribucion indiscriminada del
quimioterapéutico en el organismo (Bar et al., 2008); construccion de biosensores

Opticos en busqueda de una mayor sensibilidad (Kim et al., 2016).
1.5 Fagos filamentosos y respuesta inmune

Los fagos filamentosos son altamente inmunogenicos; éstos pueden ser procesados y
presentados por las células presentadoras de antigenos (Liebert etal., 2003). Su
presentacion a través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas
en inglés) de clase Il desencadena una serie de respuestas que conllevan a la activacién
de los linfocitos T colaboradores (Th, por sus siglas en inglés) tales como Thl, Th2 y
Th17, quiénes por su parte median y direccionan la activacion de otras células inmunes
encargadas de producir una respuesta efectora (Liebert et al., 2003; Ulivieri etal.,
2008; Y. Wang et al., 2014a; Yang etal., 2005). Por otro lado, se ha visto que la

presentacion de antigenos a través de la molécula MHC de clase | también constituye
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un mecanismo a través del cual las proteinas de los fagos filamentosos pueden
desencadenar una respuesta inmune (Liebert et al., 2003; Pozzo et al., 2010; Wan
et al., 2005).

Otro factor que contribuye a las caracteristicas inmunogénicas del fago filamentoso
constituyen los motivos CpG (citosina fosfato guanosina oligodesoxinucleétido),
potentes activadores de la inmunidad tanto innata como adaptativa. Estos son
reconocidos por TLR 9, receptores presentes en las células dendriticas (CD) y otras
celulas inmunes (Shah et al., 2003). Asi, la simple hebra de ADN que conforma el
material genético de estos fagos posee motivos CpG que actan como adyuvantes

inmuno-moduladores capaces de interactuar con TLR de las CD (Akira et al., 2010).

Las multiples copias de la proteina principal pV1II constituyen el antigeno dominante
en la respuesta a anticuerpos sobre tres de las cuatro proteinas estructurales menores
presentes en este fago, siendo la excepcion, la plll. La respuesta a anticuerpos dirigida
contra pVII1I esta restringida a los doce residuos N terminales, en tanto para la plll la
respuesta es causada principalmente por sus dominios externos (Kneissel et al., 1999;
Van Hauten et al., 2006). Mas especificamente, se ha determinado por microscopia
electronica que anticuerpos especificos se unen de manera uniforme a lo largo de la
capside viral, encontrando que los primeros nueve aminoacidos de la proteina pVIlI
contribuyen de manera esencial para el reconocimiento de estos anticuerpos (Kneissel
etal., 1999).

1.6 Fagos filamentos y vacunas recombinantes

Debido a la alta inmunogenicidad de los fagos filamentosos, la tecnologia phage
display, constituye una alternativa innovadora para la generacion de vacunas
recombinantes. Para ello se expresan proteinas pequefias y péptidos acoplados a las

proteinas de la capside en la superficie de bacteridfagos.

Algunas caracteristicas de los bacteriéfagos que impulsaron su utilizacion como
vectores transportadores en vacunas, se basan en que intrinsecamente estos virus
pueden generar una respuesta inmune, pudiendo actuar como un adyuvante para el

péptido o proteina inmuno-especifica expresada en su superficie (van Houten et al.,
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2010). Otra caracteristica atractiva representa el hecho de que son relativamente féciles
de modificar genéticamente y de producir, ademas de que poseen la capacidad de
resistir condiciones fisico-quimicas relativamente adversas (Aghebati-Maleki et al.,
2016a).

En cuanto al tamafio de los fagos filamentosos y su naturaleza particulada, se encuentra
en un rango que facilita la presentacion cruzada, por lo que poseen notables efectos en
la captacién y procesamiento de antigeno por el sistema inmune (Bachmann &
Jennings, 2010). Una caracteristica peculiar de los fagos filamentosos que los
posiciona ventajosamente frente a otros bacteriofagos utilizados en phage display, es
que la longitud del mismo es variable de acuerdo al tamafio del ADN empaquetado
como genoma, esto debido a que la proteina principal pVIIlI puede adaptarse
acomodandose longitudinalmente alrededor del genoma de simple hebra sin alterar el

diametro de la particula viral (Bakhshinejad et al., 2015).

Las proteinas de la capside viral de los fagos filamentosos mas comdnmente utilizadas
para ser modificadas son la proteina principal pVIIl y la proteina menor pllil
(Figural.B). De acuerdo con las necesidades estratégicas, puede ser utilizada una u
otra proteina, o inclusive ambas. La proteina pVIII permite expresar varios péptidos,
con la limitante de que no se pueden presentar antigenos de gran tamafio (Henry et al.,
2015). En contraste, la plll permite expresar algunas proteinas pequefias plegadas (con
tamafios mayores a 25 KDa), con la desventaja de que el nimero de copias sera bajo
(Henry et al., 2015). Debido a que el nimero de copias o la cantidad de un antigeno
constituye un factor critico para la activacion del sistema inmune, usualmente los
péptidos inmunogénicos son acoplados principalmente a la proteina pVIII,
permitiendo una presentacion antigénica de alta valencia en la superficie de los fagos
(Aghebati-Maleki et al., 2016Db).

Cuando la totalidad de las proteinas pVIII son modificadas en el genoma del fago, se
puede acoplar péptidos de hasta 6 aminoacidos de tamafio, si esto se sobrepasa, podria
afectar el empaguetamiento correcto del fago, asi como su capacidad infectiva (Malik
& Perham, 1996; Perham, 1995). Por otro lado, la presentacion tanto de la pVIII

quimérica como la pVIII no modificada en el mismo fago, permite la presentacion de
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antigenos peptidicos con tamafios de hasta 14 a 20 amino&cidos, correspondiendo
aproximadamente un 15% de la pVII1I total (Perham, 1995).

Estas caracteristicas condujeron el desarrollo de vacunas contra diferentes blancos ,
utilizando fagos filamentosos, entre los que se incluyen: virus (Bahadir et al., 2011;
Bastien et al., 1997a; Deng et al., 2015a; Grabowska et al., 2000a; Zhong et al., 2011),
parasitos (Cui etal., 2013; Rassy et al., 2010; Willis et al., 1993), el péptido AB
responsable de la enfermedad de Alzheimer (Frenkel et al., 2000), y diferentes tumores
(Fang et al., 2005; Roehnisch et al., 2014; Sartorius et al., 2008).

Se debe resaltar que hay vacunas de fagos que ya son utilizadas en salud animal, tal es
el caso de la vacuna basada en un M13 transportador de péptidos inmunogénicos
contra Taenia solium aplicada en cerdos, la cual se ha distribuido en un programa de
control de dicha enfermedad en México (Morales et al., 2008, 2011; Sciutto et al.,
2007).

1.7 Vacunas antivirales de fagos filamentosos

Existe una cantidad considerable de vacunas antivirales que utilizan como
transportador inmunogeénico al fago filamentoso, algunas mas eficientes que otras. En
el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) fueron disefiadas vacunas de
fagos (Chen et al., 2001; Di Marzo Veronese et al., 1994), se ha visto que puede llegar
a generar proteccién en monos infectados con cepas adaptadas (Chen et al., 2001).
Ademas, a través de la presentacion de un péptido derivado de la retrotranscriptasa de
VIH-1, han logrado establecer una respuesta celular citotoxica efectiva y especifica en
ratones (De Berardinis et al., 2000).

Varios trabajos han disefiado vacunas de fagos filamentosos contra antigenos de la
superficie del virus de la hepatitis B (HBV) (Delmastro et al., 1997; Folgori et al.,
1994; Meola etal., 1995; Motti etal., 1994), las cuales mostraron una potente
respuesta de anticuerpos. Asi también, existen reportes de presentacion de antigenos
de virus hepatitis C en la superficie de fagos filamentosos (Delmastro et al., 1997,
Prezzi et al., 1996; Puntoriero et al., 1998).
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Vacunas de fagos filamentosos contra el virus sincitial respiratorio humano, virus del
herpes simple tipo 2 y virus de la influenza A, generaron una respuesta inmune
protectora en animales modelos (Bastien et al., 1997c; Deng et al., 2015b; Grabowska
et al., 2000b). Todos estos trabajos demuestran el potencial que poseen los fagos

filamentosos para su utilizacion en el disefio de vacunas antivirales.

Es importante notar, que los fagos filamentosos son seguros para su aplicacion y han
sido aprobados por la Food and Drug Administration (USA), para su uso en humanos
(Hunter, 2011). Existen estudios publicados de fase I/l en humanos donde utilizan el
fago M13 con antigenos acoplados quimicamente para el tratamiento del linfoma 1
(Roehnisch et al., 2014). Ademas, estos fagos son altamente estables a temperaturas
de hasta 63°C, lo que los hace adecuados para el transporte y almacenamiento a
temperatura ambiente (Brigati & Petrenko, 2005).

Todas estas caracteristicas hacen que la produccién de vacunas recombinantes de
bacteriéfagos filamentosos, a través de la tecnologia phage display, constituyan una
alternativa altamente atractiva para varias enfermedades, incluyendo la FMD.

En este trabajo se produjeron fagos filamentosos M13 recombinantes que expresan,

acoplado su proteina pVIII, el péptido antigénico GHL de la proteina VP1 del FMDV.

Ademas de producir el fago recombinante, en este trabajo se evalud la respuesta
inmune celular y humoral generada contra el FMDV en ratones inoculados con el
bacteriéfago recombinante, lo cual constituye el primer paso para el desarrollo de una

nueva vacuna para esta enfermedad.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Generar un bacteriéfago recombinante transportador de un péptido inmunogénico del
virus de la fiebre aftosa capaz de inducir respuesta inmune especifica en ratones

inmunizados
2.2 Objetivos Especificos

e Obtener bacteriofagos M13 recombinantes que expresen en su superficie el
péptido inmunogénico “GH loop” de la proteina VP1 del virus de la fiebre
aftosa.

e Evaluar la expresion del péptido GH loop en la superficie del fago M13,
acoplado a la proteina pVIII.

e Evaluar la respuesta inmune especifica generada por la vacuna recombinante

en ratones de laboratorio inmunizados.



3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Gensintéticoy plasmido pGHL

Con el fin de obtener un sistema de expresion que pueda suministrar en trans el péptido
GHL acoplado a la proteina pV 111 del fago filamentoso, anteriormente en el laboratorio
de Biotecnologia de la FCQ-UNA se disefio6 el plasmido pGHL. Como se esquematiza
en la Figura 7, el mismo consiste en un gen sintético con los siguientes componentes
respectivamente: promotor lac, operador lac, secuencia Shine Dalgarno, lider pVIII o
secuencia de exportacion al periplasma de pVIII, secuencia codificante del epitopo
GHL fusionada a la secuencia que codifica para la proteina pVIII. Ademas de todos
los componentes ya mencionados, este gen fue sintetizado en un plasmido con un
origen de replicacion bacteriano, pero carente de origen de replicacion viral y sefial de
empaquetamiento, esto a fin de obtener bacteriéfagos recombinantes que expresen en
su superficie el péptido GHL, a la vez que empaguetan el genoma correspondiente al
fago silvestre M13KO7.

Lac O

| Lider PVIII PVIII
| | |

| GHL
P-lac

SD

Figura 7. Componentes del gen sintético GHL-pVI11. P-lac: promotor lac; Lac
O: operador lac; SD: secuencia Shine Dalgarno; Lider PVIII: Secuencia de
exportacion al periplasma de PVI1II; GHL; Epitopo GH Loop;; PVIII: Secuencia de
la proteina PVIII.
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3.2 Transformacién de bacterias E. coli ER2738 con el pldsmido GHL

Bacterias E. coli ER2738 fueron transformadas con el plasmido GHL, el cual contiene
la proteina quimeérica pVIII-GHL. Brevemente, 100 pL de bacterias ER2738
competentes fueron incubadas durante 30 minutos en hielo con 100 ng de plasmido
GHL, posteriormente, se incubd inmediatamente a 42 °C durante 90 segundos, a
continuacion fueron incubados en hielo durante 2 minutos. Luego, a cada tubo se le
adiciond 900 pL de medio LB y se incub6 durante 1 hora a 37 °C. Por ltimo, 100 pL
de bacterias transformadas fueron inoculadas en placas con medio LB-Agar y

antibiotico ampicilina, la incubacion fue a 37 °C toda la noche.

Al dia siguiente, las colonias crecidas en el medio con ampicilina, fueron repicadas e
inoculadas en medio LB liquido, luego de incubarlo toda la noche a 37 °C, las bacterias
crecidas fueron utilizadas para la extraccion de ADN plasmidico y su posterior analisis

con enzimas de restriccion.
3.3 Extraccion de ADN plasmidico y andlisis con enzimas de restriccion

A partir de los clones transformados con el plasmido pGHL, y crecidos en medio LB
liquido, se procedio en primer lugar a realizar una extraccion de ADN plasmidico por
el método de lisis alcalina, similar a como se ha descrito anteriormente (Birnboim &
Doly, 1979). Seguidamente se realiz6 cortes con enzimas de restriccion para
comprobar la presencia del inserto, para ello se utilizaron las enzimas Hindlll
(Invitrogen, USA) y EcoRI (Promega, USA). Aproximadamente 1 pg de cada
plasmido obtenido a partir de los clones de transformados con pGHL fue digerido con
las enzimas mencionadas incubando durante 3 horas a 37 °C utilizando un
termociclador MultiGene™ (Labnet, USA), el producto de digestion fue visualizado a
través de una electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con SYBR® Safe (Thermo
Fisher Scientific, USA).

3.4 Produccion y purificacion de bacteriofagos

Para la produccién tanto del fago M13KO7 como del fago recombinante M13-GHL,
se utiliz6 un método de produccidn a gran escala que se adaptd a partir de métodos de
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produccion y purificacion de fagos por precipitacion con polietilenglicol (PEG) ya
descritos anteriormente (J. H. Lee et al., 2017; Y. Wang et al., 2014b). Brevemente, el
clon de ER2738 transformado correctamente con el plasmido pGHL (o0 ER2738 sin
transformar para la produccion de M13KO7) fue reactivado cultivando en medio LB
liquido con antibiotico correspondiente durante toda la noche a 37 °C con agitacion a
140 rpm. Posteriormente, a partir del cultivo crecido y reactivado, se inoculd
nuevamente en medio LB liquido con antibiotico correspondiente, y se incubo a 37 °C
con agitacion de 140 rpm, hasta alcanzar un densidad 6ptica (DO) de entre 0,4a 0,8, a
una longitud de onda de 600 nm, estas bacterias llevadas a DO fueron infectadas con
el fago colaborador M13KO7 durante una hora a 37 °C sin agitacion. 4 mL de bacterias
infectadas fueron inoculadas en 400 mL de LB liquido con antibiotico correspondiente
mas kanamicina, la incubacidon fue a 37 °C durante toda la noche con agitacién de 140
rpm. A partir del cultivo crecido e infectado, se procedié a la purificacion por
precipitacion con PEG, para ello primeramente fue centrifugado a 8000 g utilizando la
centrifuga de alta velocidad Thermo Scientific Sorvall LYNX 4000 (Thermo
Scientific, USA), el sobrenadante fue incubado a 4 °C con 4 % de PEG 8000 y 3 % de
NaCl durante toda la noche, a continuacion, el medio que contiene los fagos fue
centrifugado a 15000 g, a una temperatura de 4 °C, el sobrenadante fue descartado y
el precipitado fue resuspendido con buffer TBS. Los fagos resuspendidos fueron

purificados utilizando filtro de 0.45 p y almacenados a -20 °C en 50 % de glicerol.

3.5 Cuantificacion de fagos por reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (QPCR)

Los fagos producidos fueron cuantificados a través de un método de gPCR
desarrollado en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas,
y que fue publicado recientemente (Méndez-Scolari et al., 2019). Brevemente, se
utilizaron los primers OriM13 Fw-TTCCCTTCCTTTCTCGCCAC y M130ri Rv2
AGAACGTGGACTCCAACGTC, que van dirigidos especificamente contra el origen
de replicacién del fago M13. Se utiliz6 una mezcla de reaccion con un volumen final
de 10 pL, conteniendo: 5 pL Mix Universal SYBR Green Supermix (BIORAD, USA),
0,5 pL de cada primer 10 mM y 2 uL de cada templado. Posteriormente fueron

amplificados en el termociclador en tiempo real LightCycler® Nano (Roche, Suiza)
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utilizando el siguiente programa: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min, 30
ciclos de amplificacion de dos etapas: 95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s. Por ultimo, se
realizd una curva de desnaturalizacion de los productos, iniciando a 60 °C por 20 s,
para luego ir incrementando a 0,1 °C/s hasta 95 °C, para luego finalizar a 95 °C por 20

S.
3.6 Obtencion de antigeno vacuna

Para la obtencién de antigenos virales del FMDV utilizados en los distintos ensayos,
se procedio a realizar una extraccion proteica a partir de una vacuna comercial
trivalente formulada con FMDV inactivado de tipos O1 Campos, A24 Cruzeiro y C3
Indaial. Para ello se utiliz6 el método metanol-cloroformo, similar a como se ha
descrito anteriormente (Slavov, 2015). Esta proteina fue denominada como antigeno
de vacuna (AgV), la misma fue cuantificada por el método BCA utilizando un kit

comercial (Bicinchoninic Acid Protein Assay, G-Biosciences, USA).
3.7 Analisis de expresion del antigeno GHL por dot blot

La presencia del epitopo GHL en los fagos M13-GHL fue comprobada utilizando la
técnica dot blot (Bastien et al., 1997b). Para ello, en una membrana de nitrocelulosa
fueron sembradas siguientes muestras: el fago recombinante M13-GHL, el fago
silvestre M13KO7, TBS-glicerol como control negativo y proteinas extraidas de
vacuna comercial (AgV) como control positivo. Seguidamente, la membrana fue
bloqueada con TBS-leche descremada 2.5 %-Tweeen 20 0.05 % durante 2 horas en
agitacion a temperatura ambiente. Luego, la membrana fue incubada con el anticuerpo
monoclonal mAb99 especifico contra el epitopo GHL (Pfaff, 1988), en una dilucion
1/100 con TBS-leche 2.5%-Tween 0.05 %. Posterior a tres lavados de cinco minutos
cada uno con TBS-Tween 20 0,05 %, se incub0 con un anticuerpo secundario anti-1gG
total de raton marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Thermo Scientific,
31430 USA), en una dilucion 1/2500, para luego ser revelado utilizando el sustrato
luminol (ECL Western Blot Substrate, Promega, USA), a través de un
fotodocumentador con detector de luminiscencia (C-DiGit ® Blot Scanner, LI-COR
Biosciences, USA).



22

3.8 Andlisis de expresion del antigeno GHL por ELISA

La expresion del antigeno GHL en la superficie del fago recombinante se evalud
ademas por medio de un ensayo de ELISA. Brevemente, placas de 96 pocillos fueron
sensibilizadas con los fagos M13-GHL y M13KO7. Como primer paso, cada fago fue
diluido en solucion carbonato/bicarbonato pH 9,6 hasta una concentracion de 1x10*
fagos/100 uL e incubados durante 2 horas a temperatura ambiente con un volumen de
100 pL por pocillo. Posteriormente se bloquedé con TBS-BSA 1% durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, los pocillos fueron incubados con el anticuerpo
monoclonal mAb99 durante 2 horas a 37 °C, en una dilucion de 1/50 con TBS-BSA
1%. Se utilizé el anticuerpo anti-Raton marcado con HRP (Thermo Scientific, 31430,
USA) en una dilucion 1/2500, el cual fue incubado durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Después de cada incubacion con los respectivos anticuerpos, los pocillos
fueron lavados tres veces durante cinco minutos cada uno con TBS-Tween 20 0,05 %.
Para el revelado, se incub6 20 minutos con el sustrato ABTS (ABTS® BioChemica,
AppliChem, USA) y se midi6 la DO a una longitud de onda de 405 nm y 492 nm como
referencia, utilizando un lector de placas de 96 pocillos (Thermo Scientific Multiskan
GO, USA). Los valores de DO a 405 y 492 nm fueron restados y promediados para

luego ser graficados.
3.9 Inmunizacién de ratones

Para el ensayo de inmunizacion, se utilizaron ratones Suizos Albinos hembras de 8
semanas de edad albergados en el departamento de Farmacologia de la FCQ-UNA.
Los ratones fueron mantenidos bajo estandares establecidos y aprobados por el Comité
de ética de la FCQ-UNA. A excepcién de la vacuna comercial anti-aftosa, tanto los
fagos como el vehiculo de suspension de los mismos (buffers TBS-Glicerol), fueron
inoculados via intraperitoneal de acuerdo con distintos trabajos de inmunizacion con
fagos publicados anteriormente (Bahadir & Balcioglu, 2011; Bastien et al., 1997a;
Deng et al., 2015a). En cuanto a la vacuna comercial (VaC), la misma fue formulada
para su aplicacion via intra-muscular. De esa manera, cuatro grupos de 5 ratones
fueron inoculados de la siguiente manera: i) con TBS-glicerol 50% via intra-peritoneal
(IP); ii) con el fago M13KO?7 suspendido en TBS-Glicerol 50 %, via IP; iii) con el
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fago M13-GHL suspendido en TBS-glicerol 50 %, via IP; iv) con una vacuna
comercial via intra-muscular (IM). Los diferentes grupos recibieron 2 dosis de
refuerzo, la primera a las 2 semanas post inoculacién (spi) y la segunda a las 4 spi. Las
muestras de sangre fueron colectadas antes de la primera inoculacion (pre inmune), y
luego a las 2, 4 y 6 spi, antes de cada refuerzo, respectivamente. A las 6 spi se realizo
el sangrado final, para ello primeramente cada raton fue anestesiado utilizando
Ketamina (75 mg/Kg) y Xilaxina (5 mg/Kg) por via IP. Una vez anestesiado
completamente, la extraccion de sangre se realizd por puncion intracardiaca,
posteriormente fue realizada la correspondiente eutanasia de los mismos. Los sueros
de cada raton fueron obtenidos por centrifugacion de la sangre entera, para luego ser
almacenados a -20 °C hasta su correspondiente uso. Para la determinacién de la
proliferacion de esplenocitos, los ratones recibieron un solo refuerzo a las 2 spi, y a las
3 spi los bazos fueron asilados por diseccion para los ensayos de proliferacion celular,

previa eutanasia de los mismos.

3.10 Evaluacién de la respuesta inmune humoral

Para la evaluacion de la respuesta inmune humoral, se utilizaron dos tipos de ELISA
indirecto: una en la que los pocillos fueron sensibilizados con los fagos M13KO7; y

otra en la que los pocillos fueron sensibilizados con AgV.

El ELISA indirecto sensibilizado con fagos fue utilizado para la deteccion de
anticuerpos anti-Fagos en el suero de los ratones inmunizados tanto con M13KO7
como con M13-GHL. Se procedié de la misma manera como fue descrito en el
apartado 3.7, con la Unica diferencia de que en lugar del anticuerpo monoclonal
mADb99, las placas sensibilizadas fueron incubadas con las muestras de sueros

obtenidas en los diferentes ensayos de inmunizacion.

Para la deteccion de anticuerpos especificos anti-FMDV en sueros de ratones
inmunizados con el fago recombinante, se utilizé el ELISA indirecto dirigido contra
antigenos de FMDV. Para la sensibilizacion de las placas, 5 pg de AgV diluidas en
buffer carbonato/bicarbonato pH 9,6 fueron colocadas en cada pocillo en un volumen
de 100 pL, la incubacion fue de 2 horas a temperatura ambiente y luego toda la noche

a 4 °C. Posterior a la sensibilizacion, se procedio al blogueo de los pocillos con TBS-
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BSA 1 % durante 2 horas a temperatura ambiente. Los sueros de los ratones fueron
diluidos 1/100 con TBS-BSA 1 % en un volumen de 100 pL por pocillo, para luego
ser incubados durante 2 horas a 37 °C. Por ultimo, se utilizé el anticuerpo secundario
anti-lgG total de raton marcado con HRP (Thermo Scientific, 31430, USA), la
incubacion fue de 1,5 h a temperatura ambiente. Se realizaron lavados después de la
incubacion con los sueros y con el anticuerpo secundario, como ya fue descrito
anteriormente. Los pocillos fueron revelados con el sustrato ABTS como ya se
menciono anteriormente. De la misma manera se procedid para evaluar la produccion
de los isotipos IgG1 e 1gG2a, en este caso, utilizando anticuerpos secundarios anti-
IgG1 de ratdn marcado con HRP (Invitrogen, A10551, USA) y anti-lgG2a de ratén
marcado con HRP (Invitrogen, M32207, USA) respectivamente diluidos 1/1000 en
TBS-BSA 1%.

3.11 Analisis de la respuesta celular

Una semana luego de la dltima inoculacion, se procedi6 a la eutanasia de los ratones
inmunizados, y de manera inmediata el bazo fue aislado en condiciones asépticas, para
luego colocar el 6rgano en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). A
continuacion los esplenocitos fueron extraidos del bazo como se indica en Kruisbeek
et al. (2000). Una vez separadas las células, fueron contadas en camara de Neubauer
con azul de tripan. Para evaluar la proliferacion celular, 100 pL por pocillo de 1x108,
5x10°% y 1x107 células/mL fueron cultivadas durante 72 horas en medio DMEM
completo a 37 °C con 5 % de COg, utilizando los siguientes inductores: AgV estéril,
M13KO7, concanavalina A (ConA), fitohemaglutinina (PHA), lipopoplisacarido
(LPS). Como control negativo se utilizaron células sin estimular. Transcurridas 48
horas de induccidn, se coloco resazurina, y a las 72 horas, la absorbancia fue medida
a las longitudes de onda de 570 y 600 nm. Con los valores obtenidos se calcul el
indice de diferencia de reduccidn entre células inducidas y no inducidas, el cual es un

indicativo de la tasa de proliferacion celular, utilizando la siguiente ecuacion:

B (e0x )A2A A1 — (e0x )A1A A2 de células inducidas
"~ (e0x )A2A° A1 — (e0x )A1A° A2 de células sin inducir




25

Donde £ox es el coeficiente de extincion molar de la forma oxidada de la resazurina,
A es la absorbancia de los pocillos que contiene las células que fueron tratadas con el
mitogeno, A° es la absorbancia de los pocillos que contienen las células sin inducir,

A1 y A2 son las longitudes de ondas correspondientes a 570 y 600 nm respectivamente

(Thermo Fisher Scientific).



4 RESULTADOS
4.1 Obtencién de bacterias ER2738 transformadas

El plasmido pGHL fue transformado en bacterias ER2738 y de las bacterias
transformadas fueron seleccionadas 5 colonias resistentes a ampicilina que
incorporaron dicho plasmido. Para cada uno de estos clones se procedio a extraer el
ADN plasmidico y se analizé a través de cortes con las enzimas de restriccion Hindll|
y EcoRI para confirmar la presencia del gen sintético (Fig 8.A). Como se muestra en
la Figura 8.B, todos los clones presentaron la banda correspondiente al fragmento de

314 pb, indicativo de la presencia del gen sintético.

314 pb MCN ¢l c2 c3 c4c5

\“o
Hindill  “< ¥ & < EcoRI
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Figura 8. Presencia del gen sintético en los clones transformados. Productos de
digestion con las enzimas de restriccion Hindll1'y EcoRlI de los plasmidos obtenidos
a partir de clones transformados. A) Esquema del corte y de los fragmentos
generados. B) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestion. M:
marcador de peso molecular; CN: plasmido sin digerir; c1, c2, c3, ¢4, ¢5: clones del
lalbs.
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4.2 Fago recombinante M13-GHL

De los 4 clones de bacterias ER2738 transformadas que tuvieron un perfil de
restriccion esperado (c2, c3, ¢4 y c5), el clon 4 fue utilizado para la propagacion y
purificacion de los fagos recombinantes M13-GHL. Se obtuvo bacteriéfagos en
concentraciones del orden de 1x10** VGC/mL (copias de genoma viral, por sus siglas
en inglés), tanto para M13KO7 como para M13-GHL. Estas concentraciones pudieron
ser determinadas a través de un método de cuantificacion de fagos filamentosos basado
en gPCR direccionada contra el origen de replicacion viral de los fagos filamentosos,

previamente desarrollado en el laboratorio (Méndez-Scolari et al., 2019).

Culminada la produccion y cuantificacion de los fagos, se procedié a verificar la
correcta expresion del antigeno GHL en la superficie del fago recombinante M13-
GHL. Para ello, se realiz6 un ensayo de dot blot utilizando el anticuerpo monoclonal
mAb99, dirigido contra el epitopo GHL. En la Figura 9 se puede observar la sefial
producida por el fago M13-GHL y el control positivo correspondiente al AgV. No se
observa sefial en el fago M13KO7 (sin epitopo) ni en el vehiculo TBS. Estos resultados

muestran la expresion del epitopo GHL en la superficie de los fagos recombinantes.

M13KO7 M13-GHL AgV TBS

Figura 9. Presencia del antigeno GHL en la superficie de M13-GHL. Deteccion
del péptido GHL en los fagos M13-GHL, utilizando el anticuerpo monoclonal
mADb99 en una técnica de dot blot. M13KO7: fago silvestre; M13-GHL: fago
recombinante; AgV: antigeno de vacuna comercial; TBS: medio de resuspensién de
los fagos.
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De manera a confirmar la expresion del antigeno GHL en la superficie del fago M13-
GHL, se procedio al disefio de un ensayo de ELISA, donde los pocillos fueron
sensibilizados con el fago silvestre M13KO7 o el fago recombinante M13-GHL.
Nuevamente la presencia del epitopo fue determinada usando el anticuerpo
monoclonal mAb99 como anticuerpo primario. En la Figura 10 se representan los
valores de absorbancias obtenidos tanto para los pocillos sensibilizados con M13KO7
como para los pocillos sensibilizados con M13-GHL. El promedio de absorbancias fue
de 0,415 para el fago recombinante M13-GHL y 0,236 para el fago silvestre M13KO7,
siendo la diferencia estadisticamente significativa (p= 0,0254). Esto indica que el
péptido GHL fue correctamente expresado en la superficie del fago recombinante
M13-GHL.

0.6+ p—y

Absorbancias

Sensibilizacion

Figura 10. ELISA con fagos recombinantes. Los pocillos fueron sensibilizados
por triplicado con M13KO7 y M13-GHL. Como anticuerpo primario se utilizé
mADb99. Los valores corresponden al promedio de las absorbancias obtenidas entre
las réplicas, y las barras de error a los desvios estandar de los mismos. Prueba t de
Student de una cola con un 95% de confianza, * p < 0,05.

4.3 Inmunizacion de ratones

Con el proposito de obtener resultados preliminares a cerca de la inmunogenicidad de
del fago M13KO?7, se realiz6 un ensayo de inmunizacion con dos grupos de tres
ratones hembra de 8 semanas de edad. Un grupo fue inoculado con 250 pL de TBS-

Glicerol 50 % (grupo TBS) y el otro grupo fue inoculado con 1x10'? fagos M13KO7
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en un volumen de 250 pL de TBS-Glicerol 50 % (grupo M13KO7). Muestras de sangre
fueron extraidas antes de la inoculacion y luego cada dos semanas, durante seis spi. En
la Figura 11.A se muestra el grafico de supervivencia de los animales inoculados,
donde se observa que el 100 % de los ratones sobrevivio sin inconvenientes durante el

tiempo del ensayo.

Para analizar la respuesta de anticuerpos anti-Fago, se realizd un ensayo de ELISA en
el que los pocillos fueron sensibilizados con M13KO7. En la Figura 11.B se muestran
las absorbancias obtenidas en las distintas spi. Se puede observar claramente un
aumento de la sefial hasta las 4 spi, lo que representa un aumento de los anticuerpos
anti-M13KO7 en las muestras colectadas, sin embargo, a las 6 spi se produjo una
disminucion de la sefial indicando la necesidad de realizar refuerzos en los siguientes

ensayos de inmunizacion.
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Figura 11. Respuesta humoral a M13KO?7. Dos grupos de tres ratones fueron
inoculados con TBS-Glicerol 50% y 1x10* fagos M13KO7 respectivamente,
muestras de suero fueron obtenidas a intervalos de 2 semanas hasta las 6 spi. A.
Gréfico de supervivencia de los ratones inoculados. B. Ensayo de ELISA utilizando
suero de ratones inmunizados. Los valores de absorbancia corresponden al promedio
entre las 3 réplicas biologicas en cada grupo. Las barras de error representan el
desvio estandar. TBS: grupo inoculado con TBS-Glicerol 50 %; M13KO7: grupo
inoculado con M13KO7.
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En base a esta informacion, en el siguiente ensayo de inoculacion se realizé refuerzos
de la vacuna, para ello 4 grupos de 5 ratones hembra fueron inoculados tres veces cada
dos semanas como se indica en la Figura 12.A. El primer grupo fue inoculado via IP
con de TBS-Glicerol 50 % (grupo TBS); el segundo grupo fue inoculado via IP con
5x10'? fagos M13KO?7 resuspendidos en TBS-Glicerol 50 % (M13KO7); un tercer
grupo fue inoculado via IP con 5x10'? fagos M13-GHL en de TBS-Glicerol 50%
(grupo M13-GHL); y el altimo grupo fue inoculado via IM con 20 pL de una vacuna
comercial antiaftosa (grupo VaC), conforme a la dosis estipulada por peso segun lo
manifestado por el proveedor. Las muestras de sangre fueron obtenidas cada dos
semanas hasta la sexta spi (Figura 12.A). En este ensayo, se presentd 20 % de
supervivencia en los ratones inoculados con el fago recombinante M13-GHL, la
supervivencia para los grupos M13KO7 y VaC fue del 100% y en el grupo TBS, uno
de los 5 ratones muri6 a los seis dias post inoculacion (Figura 12.B). Los ratones del
grupo M13-GHL, ademas de falta de apetito, mostraron signos de dolor en las horas
posteriores a la inoculacion, la muerte de los cuatro ratones se produjo a los 2, 3,4y
6 dias después de la primera inoculacion. Ademas, los ratones muertos fueron
examinados, encontrandose signos de inflamacion intestinal y obstruccion géstrica de

alimentos ingeridos (Figura 12.B).
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Figura 12. Inmunizacion de ratones con M13-GHL. Cuatro grupos de 5 ratones
cada uno fueron inmunizados respectivamente con TBS-Glicerol 50 % via IP (TBS),
5x10'? fagos M13KO7 via IP (M13K07), 5x10'? fagos M13-GHL via IP (M13-
GHL) y vacuna comercial (VaC) via IM. A. Linea de tiempo que representa el
esquema de inoculacion y extraccion de muestras planificado. B. Grafico que
representa el porcentaje de supervivencia de los animales inoculados en este ensayo.

Debido a los efectos adversos producidos en los ratones inoculados con 5x10*? fagos
M13-GHL, se procedid a realizar un ensayo de inoculacion utilizando una cantidad de
1x10* fagos, de manera a poder evaluar la supervivencia de los ratones. Asi, dos
grupos de 3 ratones hembra de 8 semanas de edad fueron inoculados via IP con 1x10*2
fagos M13-GHL y M13KO7 respectivamente. Estos ratones fueron observados
diariamente durante una semana, en busqueda de alglin signo de dolor o estrés.
Utilizando estas condiciones de inoculacién, la supervivencia de los ratones fue del

100 % (Figura 13), ademas no se observaron signos de dolor o estrés en los animales.

A partir de estos resultados se tomo la decision de utilizar una cantidad de 1x10*2
fagos, tanto para M13KO7 como M13-GHL, en los siguientes experimentos de
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inmunizacion, realizando dos refuerzos cada 2 semanas con la misma cantidad de

fagos.
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Figura 13. Grafico de supervivencia de ratones inoculados con fagos. Dos
grupos de 3 ratones fueron inoculados con 1x10'? fagos M13-GHL y M13KO?7,
respectivamente. La supervivencia de estos fue evaluada durante una semana luego
de la inoculacion.

4.4 Respuesta inmune humoral

Para la evaluacién de la respuesta inmune humoral, 4 grupos de 5 ratones fueron
inoculados, segun el esquema representado en la Figura 12.A. Se realizaron
extracciones periddicas de sangre cada dos semanas antes de cada refuerzo y
finalmente a la 6ta spi. Los ratones fueron inoculados en una cantidad de 1x10*2 fagos
por raton en un volumen final de 100 uL, el grupo TBS fue inoculado con 100 pL de
TBS-Glicerol 50%, todos via IP, por ultimo, el grupo VaC fue inmunizado con 20 pL

de vacuna comercial via IM.

Todos los ratones inoculados bajo estas condiciones sobrevivieron de manera optima
durante los 42 dias de experimentacion, como se puede ver en el grafico de

supervivencia en la Figura 14.A.

Utilizando los sueros obtenidos de estos ratones inmunizados, primeramente, se
procedio a evaluar la presencia de anticuerpos anti-Fago, para confirmar la obtencién
de una respuesta inmune través de un ensayo ELISA con los pocillos sensibilizados
con el fago M13KO?7. En la Figura 14.B se observa un aumento de la absorbancia

hasta la sexta spi, tanto para el grupo M13KO7 (con un DO maximo de 1,83) como
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para el grupo M13-GHL (DO maximo de 1,81). Sin embargo, este aumento se hace
menos evidente a partir de la cuarta spi. Es importante destacar que las absorbancias
de los grupos TBS y VaC se mantuvieron bajas, sugiriendo la ausencia de anticuerpos

anti-Fago.

Estos resultados muestran la presencia de anticuerpos anti-Fago en los sueros de los
animales inoculados tanto con el M13-GHL como con M13KO7, demostrando

activacion del sistema inmune contra el fago.
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Figura 14. Respuesta de anticuerpos anti-Fago en ratones inmunizados.
Evaluacion de la respuesta inmune humoral anti-Fago M13KO7 en suero de ratones
inmunizados. A. Gréafico de supervivencia de ratones inmunizados. B. ELISA
sensibilizado con M13KO7, utilizando suero de ratones inmunizados con TBS-
Glicerol (TBS), M13KO7, M13-GHL y vacuna comercial (VaC). Los valores
mostrados corresponden al promedio de las absorbancias obtenidas para cada raton
en un mismo grupo, en los diferentes tiempos post inoculacion. Las barras de error
representan el desvio estandar obtenido entre las réplicas bioldgicas.

Para evaluar la produccién de anticuerpos totales IgG anti-FMDV se utilizdé un método
de ELISA en donde los pocillos fueron sensibilizados con el AgV. En la Figura 15.

A. se grafican los resultados obtenidos en este ensayo; para el grupo perteneciente a
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los animales inoculados con M13-GHL, se puede notar un aumento significativo de la

absorbancia con respecto a los demas grupos.

Las absorbancias para el grupo TBS se mantuvieron bajas con pequefias variaciones
en el tiempo (Figura 15. A). Los ratones inoculados con la vacuna comercial,
mostraron altos niveles de anticuerpos reflejados en sus valores de absorbancia que

aumentaron progresivamente hasta la sexta spi (Figura 15. B.).

Se puede observar una respuesta especifica de anticuerpos anti-FMDV
significativamente mayor en el grupo inoculado con M13-GHL, confirmando que el
epitopo GHL expuesto en su superficie puede ser reconocido como un inmunogeno

por el sistema inmune.
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Figura 15. Anticuerpos anti-FMDV en suero de ratones inmunizados. Deteccion
de anticuerpos IgG total anti-FMDV a través de un ensayo de ELISA sensibilizado
con AgV. A. Respuesta obtenida en sueros de ratones inmunizados TBS-glicerol
(TBS), M13KO7 y M13-GHL. B. Respuesta obtenida en suero de ratones
inmunizados con vacuna comercial. Los valores mostrados corresponden al
promedio de las absorbancias obtenidas para cada ratén de un mismo grupo, en los
diferentes tiempos post inoculacion. Las barras de error representan el desvio
estandar obtenido entre las réplicas biol6gicas. Prueba t de Student de una cola con
un 95% de confianza, * p < 0,05; ** p < 0.01.

o

A fin de determinar los isotipos de IgG anti-FMDV, se utiliz6 un ensayo de ELISA
similar al descrito para la evaluacion de 1gG total, utilizando anticuerpos secundarios
especificos anti-lgG1 y anti-lIgG2a conjugados con HRP. Para los anticuerpos de tipo
IgG1, la respuesta aumentd progresivamente hasta la 4 spi, obteniéndose valores de
absorbancia significativamente mayores en el grupo M13-GHL en comparacion con
el grupo M13KO7, tanto a las 4 spi como a las 6 spi (Figura 16.A). Para el grupo TBS,
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los valores de absorbancia se mantuvieron bajos durante las 6 spi (Figura 16.A). El
grupo de ratones inoculados con la vacuna comercial mostré un aumento progresivo

en los valores de absorbancia durante las 6 spi (Figura 16.B).
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Figura 16. Respuesta de anticuerpos de isotipo 1gG1. Deteccidn de anticuerpos
IgG1 anti-FMDV a través de un ensayo de ELISA sensibilizado con AgV. A.
Respuesta obtenida en sueros de ratones inmunizados con TBS-Glicerol (TBS),
M13KO7 y M13-GHL. B. Respuesta obtenida en sueros de ratones inmunizados
con vacuna comercial. Los valores mostrados corresponden al promedio de las
absorbancias obtenidas para cada ratén de un mismo grupo, en los diferentes
tiempos post inoculacién. Las barras de error representan el desvio estandar
obtenido entre las replicas bioldgicas. Prueba t de Student de una cola con un 95%
de confianza, * p < 0,05; ** p < 0,01.

A diferencia de lo observado para el isotipo IgG1, los valores de absorbancia obtenidos
en el ELISA IgG2a anti-FMDV se mantuvieron muy bajos durante las 6 spi, tanto para
el grupo M13-GHL como para el grupo M13KO7 y TBS, lo cual se traduce en una
falta respuesta del tipo IgG2a (Figura 17.A). La respuesta obtenida para los ratones
inoculados con la vacuna comercial tuvo un aumento progresivo en el tiempo, lo cual

se refleja en el aumento de la absorbancia hasta la sexta spi (Figura 17.B).
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Figura 17. Respuesta de anticuerpos de isotipo lgG2a. Deteccion de anticuerpos
IgG2a anti-FMDV a través de un ELISA sensibilizado con AgV. A. Respuesta
obtenida en sueros de ratones inmunizados con TBS-Glicerol (TBS), M13KO7 y
M13-GHL. B. Respuesta obtenida en sueros de ratones inmunizados con vacuna
comercial. Los valores mostrados corresponden al promedio las absorbancias
obtenidas para cada ratén de un mismo grupo, en los diferentes tiempos post
inoculacion. Las barras de error representan el desvio estandar obtenido entre las

réplicas bioldgicas.

4.5 Respuesta inmune celular

Los ensayos de proliferacion de esplenocitos constituyen una manera de evaluar la
respuesta inmune celular que pudiera generarse posterior a una inmunizacion de
ratones. De esta manera, como paso inicial, se procedié a realizar ensayos que

permitieron establecer el método de proliferacion.

En un primer ensayo, se utilizaron dos concentraciones distintas de células por pocillo
(1x108 cél/mL y 5x10° cél/mL) aisladas a partir del bazo de un raton. Las células
fueron estimuladas con dos concentraciones del mitégeno ConA (10 pg/mL y 20
png/mL), ademés de las células sin inducir utilizadas como control negativo. Otro

parametro evaluado en este ensayo fue el tiempo de incubacion con el reactivo
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resazurina, por lo que el mismo fue agregado a los esplenocitos a las 48 y 64 horas

post induccidn. La lectura de absorbancia se realizé a las 72 horas.

En la Figura 18 se representan los resultados obtenidos en este ensayo. Las células
incubadas durante 8 horas con resazurina, no mostraron una diferencia significativa
entre las células estimuladas con el mitdgeno y las no estimuladas (tanto en las
concentraciones de 1x10° cél/mL y 5x10° cél/mL) (Figura 18.A). En cambio, las
células incubadas durante 24 horas con el colorante resazurina, mostraron una
diferencia significativa cuando fueron inducidas con ConA en comparacién con las

que no fueron inducidas, a una densidad celular fue de 5x10° cél/mL (Figura 18.B).

A

=
o
3

£33 1E6 cel/mL
E3 5E6 cel/mL

indice de proliferacion
-
o
;

0.5 Eae] Eeceees

1.54 —_t E83 1E6 cel/mL
B3 5E6 cel/mL
*%

indice de proliferacion
-
o
;

0.5-

Figura 18. Proliferacion de esplenocitos inducidos con ConA. Células extraidas
del bazo de un raton hembra suizo albino fueron evaluadas bajo estimulo de 10 y 20
pg/mL de ConA, y en concentraciones de 1x10° y 5x108 cél/mL. A. Células que
fueron incubadas durante 8 h con resazurina. B. Células que fueron incubadas
durante 24 h con resazurina. Los valores mostrados corresponden al indice de
proliferacion, promediados entre las réplicas analiticas. Las barras de error
representan el desvio estandar obtenido entre las réplicas. Prueba t de Student de una
cola con un 95% de confianza, ** p<0,01.
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Considerando estos resultados, se decidi6 utilizar 1x107 cél/mL por pocillo en los
siguientes ensayos. Posteriormente se evaluaron distintos mitdgenos a diferentes
concentraciones (10 pg/mL ConA, 40 pug/mL ConA, 50 pg/mL de PHA y 10 pg/mL
de LPS). Las células fueron incubadas durante 72 horas en las condiciones ya
mencionadas, y para el revelado, el reactivo resazurina fue agregado a las 48 horas

post induccion.

Las células estimuladas con los diferentes mitogenos mostraron sefales
significativamente mayores cuando se compararon con las células no inducidas
(Figura 19). Las que fueron tratadas con 40 pg/mL de ConA tuvieron un mayor indice
de proliferacion (con un valor medio de 2,40) en comparacion con las células sin
inducir; por otro lado, las células que fueron estimuladas con 10 pg/mL de LPS fueron
las que tuvieron menor indice de proliferacion (con un valor medio 1.22) entre los

distintos inductores utilizados.

Estos experimentos permitieron establecer las condiciones optimas del ensayo de
proliferacion de esplenocitos que seran utilizados en los experimentos de inoculacion

de ratones.



39

c
?8 2k -
(U LN
I 24 oo
=% e
o % oo e
o 14 % :-:-:-: e ]
© ey L % %
£ ] ] b
O T T T .-.I-.-. .I..
S
\)(;\ X @\/ X <(\\/ X <{\\/ X ((\\/
N SR R
\ Q Q )
N N ™ 3 N
N N o X P
& ¢ ] v

Figura 19. Proliferacion de esplenocitos bajo distintos estimulos de mitdgenos.
Células aisladas del bazo de un raton hembra suizo albino fueron estimuladas con
los siguientes mitégenos: 10 pg/mL ConA, 40 pg/mL ConA, 50 ug/mL de PHA 'y
10 pg/mL de LPS; utilizando una concentracion de 1x10 cél/mL. Los valores
mostrados corresponden al indice de proliferacion, promediados a partir de las
réplicas analiticas. Las barras de error representan el desvio estandar obtenido entre
las réplicas. Prueba t de Student de una cola, con un 95% de confianza, *** p<0,001.

Teniendo establecidas las condiciones dptimas para el ensayo de proliferacion de
esplenocitos, se procedio a realizar la inoculacién para la evaluacion de la respuesta
inmune celular generada por el fago recombinante M13-GHL. Con este fin, cuatro
grupos de ratones hembra de 8 semanas de edad fueron inoculados como sigue: el
primer grupo con 100 pL de TBS-glicerol 50% via IP; el segundo fue inoculado con
1x10* fagos M13KO7 en 100 pL de TBS-glicerol 50%; el tercer grupo con 1x10*
fagos M13-GHL en 100 pL de TBS-glicerol 50%; y el Gltimo grupo con 20 microlitros
de vacuna comercial via IM. Dos semanas después de la primera inoculacion se realizd
un refuerzo con las mismas cantidades ya especificadas, y finalmente el bazo fue

extraido en el tercera spi, segun se indica en el esquema de la Figura 20.
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Figura 20. Esquema de inoculacion para ensayo de proliferacion de
esplenocitos.

El 100% de los animales utilizados en este ensayo sobrevivieron sin dificultad hasta el
final del experimento. Las células fueron aisladas de cada bazo y evaluadas utilizando
el ensayo de proliferacion de esplenocitos. Como estimulo especifico de proliferacion
se utilizaron dos concentraciones de AgV (6,25 pg/mLy 12,5 pg/mL), lo que permitié
evaluar la respuesta celular contra el FMDV. Como control positivo se utilizé 40
pug/mL de ConA. Las células también fueron estimuladas con 50 pg/mL de M13KO?7,
buscando comprobar la capacidad de los fagos filamentosos para generar una respuesta

inmune celular.

La estimulacidén con AgV en una concentracion de 6,25 pg/mL, produjo un aumento
significativo en la proliferacion de las células provenientes de ratones inmunizados
con el fago M13-GHL y con la vacuna comercial, en comparacion tanto con el grupo
control TBS y el grupo inmunizado con M13KO7 (Figura 21). Aunque el valor
promedio de indice proliferacién fue levemente mayor en el grupo de M13-GHL que

en el grupo VaC, no se han encontrado diferencias significativas entre ellos.

Similares resultados fueron observados cuando las células fueron estimuladas con 12,5
png/mL de AgV (Figura 21.B), sin embargo, la diferencia significativa fue mayor en
el grupo M13-GHL y VaC cuando se las compara con el grupo control TBS. Ademas,
cuando fueron comparados con el grupo M13KO7, también se obtuvo una

proliferacion significativa (Figura 21.B). Al, igual que la induccion con 6,25 pg/mL
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de AgV, tampoco se encontraron diferencias significativas entre el grupo M13-GHL y
el grupo inmunizado con vacuna comercial (Figura 21.B). Estos hallazgos son
indicativos de que el M13-GHL posee la capacidad de generar una respuesta celular
dirigida contra el FMDV, similar a la respuesta generada por la vacuna comercial en

las condiciones de inoculacién utilizadas en este trabajo.

Al inducir con el M13KO7 se observé un aumento significativo en la proliferacion de
los esplenocitos provenientes de los ratones inmunizados con M13-GHL y M13KO7
(Figura 21.C), en comparacion al grupo TBS y VaC. Estos resultados sugieren que
los fagos filamentosos son capaces de generar una respuesta inmune del tipo celular.
La induccion con el mitdgeno ConA generd en todos los grupos una proliferacion
celular con valor similar entre los distintos grupos, confirmando que las células
extraidas en todos los grupos se encuentran en condiciones similares de proliferacion
(Figura 21.D).

En conjunto, los resultados demuestran que el fago recombinante M13-GHL fue capaz
de generar una respuesta humoral y celular dirigida contra el FMDV. En cuanto a la
respuesta humoral, prevalecen los anticuerpos del tipo IgGl, indicativo de una

respuesta del tipo Th2.
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Figura 21. Proliferacion de esplenocitos de ratones inmunizados. Evaluacion de
la proliferacion de esplenocitos obtenidos de bazos de ratones inmunizados con
TBS-Glicerol 50% (TBS), M13KO7, M13-GHL y vacuna comercial (VaC). A.
Esplenaocitos estimulados con 6,25 pg/mL de AgV B. Esplenocitos estimulados con
12.5 pg/mL de AgV. C. Esplenocitos estimulados con 50 pg/mL de M13KO7. D.
Esplenocitos estimulados con 40 pg/mL de ConA. Los valores mostrados
corresponden al indice de proliferacion determinado por raton, y luego promediados
entre las réplicas bioldgicas. Las barras de error representan el desvio estandar
obtenido entre las réplicas. Prueba t de Student de una cola con un 95% de confianza,
*p <0,05; **p<0,01.



5 DISCUSION

El FMDV es el agente causante de la FMD, e infecta a animales salvajes y domésticos
de pezufa hendida, tales como ganado bovino, ovejas, cabras, cerdos y bufalos,
animales de importancia para la alimentacion humana y la industria ganadera. Tres
cuartas parte del ganado mundial susceptible a la FMD esta presente en las regiones
endémicas de esta enfermedad. Las epidemias desatadas por el FMDV generan gran
impacto a nivel mundial, tanto por el movimiento econémico que este rubro supone,
asi como por su importancia para la salud humana (Knight-Jones et al., 2017; OIE,
2019a).

Paraguay, un pais cuya economia esta basada principalmente en la produccién agro-
ganadera, ocupé el puesto 11 como exportador de carne a nivel mundial en el 2019,
con 320.000 toneladas de carne exportada segun un reporte del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) (Meador & Balbi, 2019), destacando la
importancia de este rubro en el pais. Debido a que la principal forma de combatir la
FMD en el Paraguay es la vacunacién periddica, se lo clasifica como una regién libre
de aftosa con vacunacion. Esta clasificacion implica una dificultad para la exportacion
de sus productos ganaderos a los paises o zonas libres de aftosa sin vacunacion,
quienes poseen como principal estrategia el sacrificio de los animales infectados, entre
otras acciones (OIE, 2019b, 2019a). Esta dificultad se debe principalmente a que la
vacuna utilizada para combatir esta enfermedad puede presentar contaminaciones con
proteinas no estructurales, lo cual dificulta diferenciar los animales vacunados de los
infectados a traves de las pruebas serologicas durante los procedimientos de vigilancia
(Doel, 2003; OIE, 2019a). Ademas, las vacunas utilizadas aln presentan algunos
problemas, tales como la necesidad de realizar refuerzos periddicos debido a la corta
duracion de la inmunogenicidad, la estricta utilizacion de una cadena de frio para el

transporte de las mismas debido a su termolabilidad, entre otras (Doel, 2003).
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En este trabajo se propuso abordar estos problemas a través de la produccion de
bacteriofagos filamentosos recombinantes que expresen en su superficie el péptido
antigénico GHL del FMDV acoplado a la proteina principal pVIIIl. Este péptido
antigénico posee secuencias de la region denominada bucle GH de la proteina
estructural VP1.

Para la produccion de los fagos recombinantes, se utilizé un gen sintético, previamente
disefiado en el Departamento de Biotecnologia de la FCQ-UNA, el cual fue insertado
en un plasmido. Este plasmido, contiene la secuencia codificante de la proteina pVIl1I
recombinante y carece de sefial de empaquetamiento, lo que significa que el mismo no
podra empaquetarse en el fago naciente, por lo que los fagos recombinantes poseeran
el genoma del fago helper M13KO?7 utilizado. Esto permite una mayor versatilidad
para disefios futuros que busquen mejorar la respuesta inmune, por ejemplo, utilizando
genomas virales tipo fagomidos en donde se incorpore un gen que permita la expresion
de algun antigeno de FMDV o citoquinas, ya que se ha visto que los fagos filamentosos

podrian funcionar como transportadores de vacunas de ADN (Hashemi et al., 2010).

Se ha considerado al péptido GHL de la proteina estructural VP1 del FMDV como el
mas indicado para la presentacion en la superficie del fago, ya que GHL es un antigeno
inmunodominante capaz de generar anticuerpos neutralizantes, debido a que posee el
motivo RGD, el cual estd implicado en la principal forma de entrada del virus a su
célula huésped, a través de la unidn a integrinas y su posterior endocitosis (Kotecha
et al., 2017; Vivian O’Donnell et al., 2008).

La expresion del péptido GHL acoplado a la proteina principal pVI1II en la superficie
del fago filamentoso, posibilita presentar una gran cantidad del péptido inmunogénico
en la superficie del fago, lo cual es favorable cuando el objetivo es generar una
respuesta inmune. Se ha visto que para un mismo antigeno, la respuesta de anticuerpos
es mas potente cuando son expresados en la proteina pVIII en comparacion a cuando

son presentadas en la proteina plll (Meola et al., 1995).

La presencia del péptido GHL en la superficie del fago M13-GHL se confirmo a través
de la técnica de dot blot, la misma se caracteriza principalmente porque permite

detectar antigenos conformacionales, ya que la muestra fue sembrada directamente en



45

la membrana sin ningun tipo de tratamiento desnaturalizante. Como se observa en la
Figura 9, se obtuvo sefial en los puntos donde fueron sembrados el fago M13-GHL y
el control positivo AgV, en cambio no se obtuvo sefial en el punto que corresponde al
fago M13KO?7. Este resultado demuestra la presencia del péptido de FMDV en el fago
M13-GHL producido. Considerando que el anticuerpo mAb199 utilizado en este
ensayo fue obtenido a partir de inmunizaciones con virus inactivado y que ademas es
capaz de unir a la particula del FMDV (Pfaff, 1988), este resultado también indica que
el péptido en el fago M13-GHL presenta una conformacion estructural similar a la
nativa. Resultados similares se observaron en fagos que expresan un péptido
inmunogeénico proveniente del VIH-1, éste mostrd una conformacion similar a la que
posee cuando se encuentra unida anticuerpos, esto podria dar indicios de que la
expresion de péptidos en la superficie de los fagos permitiria adoptar una

conformacion similar a la nativa (Jelinek et al., 1997).

Asi también la presencia del péptido fue comprobada a través de un ensayo de ELISA
indirecto en donde los pocillos fueron sensibilizados con el fago M13-GHL o el fago
M13KO7(Figura 10). El reconocimiento del epitopo GHL por el anticuerpo mAb99
indica que el péptido se expresa en la superficie del fago y con una conformacion
similar a la nativa, por lo tanto, se podria generar una respuesta de anticuerpos contra
el FMDV.

A fin de evaluar si el fago transportador del péptido GHL induce respuesta inmune se
inocularon ratones y posteriormente se evaluo la respuesta inmune humoral y celular.
Como ensayo preliminar para evaluar la respuesta inmune generada por los fagos, se
utilizaron dos grupos de ratones que fueron inoculados una sola vez con M13KO7
(1x10*? fagos por ratén) o TBS-Glicerol 50% (medio). Durante las seis semanas de
duracion del ensayo, la supervivencia de los ratones fue del 100%, sin complicaciones,
concluyendo que la dosis y el medio de resuspension no poseen un efecto toxico por
la via de inoculacion utilizada. Estudios anteriores demuestran el uso de glicerol como
aditivo en vacunas y otros tipos de tratamientos (Braun et al., 2009; Dalla Vedova
etal., 1976; Yabu et al., 1998).
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Se detectaron anticuerpos IgG total anti-Fago en el suero de los ratones inoculados,
evaluado a través de ensayo de ELISA (FigurallB). Pudo obtenerse un aumento de la
sefial de absorbancia hasta la cuarta spi, a partir de la cual ocurrié un descenso de ésta
a hasta la sexta spi, indicando que hubo un aumento de anticuerpos anti-M13KO7 que
[leg6 a un pico méximo a las 4 spi y partir de la cual hubo un descenso (Figura 11.B).
Estos resultados indicaron la necesidad de establecer refuerzos periddicos para los
siguientes experimentos inoculacién, similar a como se ha hecho en estudios anteriores
donde se han utilizado vacunas de fagos (Bahadir & Balcioglu, 2011; Bastien et al.,
1997a; Y. Wang et al., 2014a). Por otro lado, los resultados también muestran la
capacidad que tienen los fagos filamentosos de generar una respuesta inmune humoral
por si solos (Kneissel et al., 1999; Van Hauten et al., 2006).

Cuando los ratones fueron inoculados con una cantidad de 5x10*? fagos M13-GHL, 4
de los 5 ratones no sobrevivieron a la inoculacion, observandose signos de dolor,
malestar y estrés en los mismos desde la inoculacion hasta su deceso (Figura 12.B).
El Unico raton sobreviviente de este grupo también mostré signos de estrés y malestar,
ademas de disminucion de peso, estos signos fueron agudos, y luego de una semana
desaparecieron. Es importante notar que este fendmeno probablemente fue provocado
por la presencia del péptido GHL, ya que no se observaron muertes en los grupos M13-
KO7y VaC. Aunque uno de los ratones del grupo TBS no sobrevivio, fue considerado
como un evento aleatorio debido a que los demas ratones del grupo sobrevivieron sin
inconvenientes. En cuanto a la muerte de los ratones del grupo M13-GHL, un estudio
reciente ha informado que la utilizacion de péptidos con motivo RGD para el
direccionamiento de liposomas podria causar una inmunotoxicidad dependiente de
RGD (X. Wang et al., 2019). En nuestro caso, el péptido GHL posee un motivo RGD
en su estructura, y se observo ademas respuestas inflamatorias en los organos de la
cavidad peritoneal de los primeros ratones fallecidos como consecuencia de la
inoculacion del fago M13-GHL, por lo que se sospecha que hubo una reaccion
inmuno-toxica en estos ratones similar a lo previamente descrito (X. Wang et al.,
2019).

Este fendmeno fue dependiente de la cantidad de fago utilizado ya que, en un ensayo

de inmunizacion, animales inoculados via IP con una menor cantidad del fago M13-
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GHL (1x10*? fagos por ratdn) no presentaron los efectos toxicos (Figura 13). Asi, se
obtuvo una supervivencia del 100% de los ratones inoculados, sin signos de dolor,
sufrimiento o estrés. Conforme a esto se decidio utilizar en los ensayos posteriores la

cantidad de 1x10*2 fagos por ratén via IP.

Al analizar la respuesta de anticuerpo IgG total contra las proteinas del fago en los
animales vacunados, pudimos observar que las sefiales de absorbancias fueron
ligeramente mayores para el grupo M13KO7 en comparacién con el grupo M13-GHL
(Figura 14.B), estas diferencias no fueron significativas. Esto podria deberse a que la
expresion del péptido GHL en la superficie del fago reduce el niUmero de proteinas
pV I silvestre en la superficie del fago recombinante disminuyendo la posibilidad de
una respuesta inmune contra pVIII silvestre (Perham, 1995). Similares resultados
fueron encontrados al comparar la respuesta de anticuerpos anti-Fago generadas
cuando los ratones cuando son inoculados con un fago silvestre, con un fago
recombinante con un antigeno idiotipo de linfoma de células B en su superficie
acoplada a pVIIl, y finalmente cuando el mismo antigeno es conjugado quimicamente
a la proteina pVIII (Roehnisch et al., 2013). Otra importante observacion es el hecho
de que los refuerzos periddicos evitaron la caida de la sefial de anticuerpos, en contraste
con lo que se observa en la Figura 11.B. Como era de esperarse, para el grupo TBS y
para el grupo VaC, las sefiales de anticuerpos anti-fago se mantuvieron bajas en el

transcurso de las semanas.

Los anticuerpos IgG total dirigidos contra el péptido GHL fueron determinados través
de un ELISA en donde los pocillos de la placa fueron sensibilizados con AgV. Se
obtuvo un aumento de absorbancia significativamente mayor para el grupo M13-GHL
cuando se lo compara con el grupo M13KO7 (Figura 15.A). Aunque los resultados de
la respuesta de 1gG total anti-FMDV producida por el fago M13-GHL fueron menores
que los de la vacuna comercial (Figura 15.B), ponen en evidencia su potencial para
generar anticuerpos neutralizantes dirigidos contra el sitio GHL de la proteina VP1.
Ademas, debe considerarse que la formulacion de la vacuna comercial estd compuesta
por virus inactivados en presencia de adyuvantes que potencian la respuesta inmune
generada. Por lo tanto, para la utilizacion del fago M13-GHL como vacuna se debe

optimizar la respuesta inmune. Para ello, existen muchas alternativas que podrian
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mejorar y potenciar esta respuesta, tales como: la expresion conjunta de scFv en la
proteina plll para el de direccionamiento a células dendriticas (Sartorius et al., 2011);
la unién del péptido GHL al fago M13 por conjugacion quimica, lo que podria generar
una mayor densidad de antigeno en la superficie del fago sin comprometer la
integridad del mismo (Roehnisch etal., 2013); también se podria utilizar

formulaciones adyuvantes (Bastien et al., 1997a); entre otras.

Para evaluar el tipo de linfocitos Th que predomina luego de una inmunizacion, se ha
realizado la determinacion de los isotipos de anticuerpo 1gG1 e 1gG2a presentes en
suero (Finkelman etal., 1990). En los ratones, la presencia de anticuerpos IgG1l
indican un perfil de respuesta inmune direccionado hacia Th2, y la presencia de 1gG2a
esta correlacionada con una respuesta del tipo Thl. Esto debido al perfil de citoquinas
expresados por estos subtipos de células que a su vez conlleva a la produccion de uno
u otro isotipo de anticuerpos (Stevens et al., 1988). Por ejemplo, en un perfil de
respuesta del tipo Th2 se libera interleucina (IL) 4, el cual induce la diferenciacion de
linfocitos B a células plasmaticas productoras de 1gG1 especificas. En el perfil Thl, la
presencia de interferon gamma (IFNy) induce linfocitos B para la produccion de IgG2a
especifica de antigeno (Stevens et al., 1988). En este trabajo se ha encontrado una
predominancia de anticuerpos del tipo IgG1 en los ratones inmunizados con M13-
GHL, sugiriendo la induccion de un perfil de respuesta del tipo Th2 (Figura 16 y
Figura 17), el cual se caracteriza principalmente por el predominio de una respuesta
inmune humoral (Mosmann & Sad, 1996; Paul & Seder, 1994). El péptido GHL
utilizado en este trabajo constituye uno de los epitopos de linfocitos B con mayor
capacidad de reconocimiento por anticuerpos (Tang et al., 2012), el mismo se
encuentra entre los aminoacidos 140 y 160 de la proteina estructural VP1, siendo muy
utilizado para el disefio de vacunas (Blanco etal., 2013; H.-B. Lee etal., 2017).
Ademas, similar a nuestros resultados, en un trabajo anterior inmunizaron ratones con
el péptido GHL conjugado a albumina de suero bovino (BSA), utilizando como
adyuvante toxina de colera, y la respuesta de anticuerpos generada mostro una tasa de
expresion 1gG1/lgG2a de 22,5 (Beignon et al., 2005).

En este escenario, una alternativa prometedora podria ser la presentacion simultanea

de epitopos de linfocitos T de FMDV acoplado a la proteina plll, en bldsqueda a
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generar una respuesta inmune méas amplia (Blanco etal., 2013), ademas de la

utilizacion de adyuvantes, como ya fue mencionado anteriormente.

Con el fin de analizar la inmunidad celular se procedi6 a evaluar in vitro la
proliferacion de linfocitos re-estimulados con el inmundgeno (Hurtado-Melgoza et al,
2016; Shi et al, 2006; Song et al, 2009; Y. Wang et al., 2014b). Esta técnica debe ser
adaptada para los distintos ensayos debido a ciertas variables importantes que deben
ser ajustadas tales como: la concentracion de mitégeno, la densidad celular y el tiempo
de incubacién con el reactivo revelador (Koyanagi et al., 2016). La Figura 18 muestra
los resultados de la estandarizacion de estas variables, se definid la utilizacion de un
tiempo de incubacion de 24 horas con el revelador resazurina. Ademas, se determind
que al aumentar la densidad celular se logra una mejor sensibilidad del ensayo siendo
consistentes con reportes anteriores en donde para la resazurina, un aumento de la
concentracion celular incrementa las sefiales de absorbancias obtenidas a 570 nm
(Koyanagi et al., 2016).

Considerando los resultados de este ensayo (Figura 19), junto con los mostrados en la
Figura 18, se ha concluido que la utilizacion de una concentracion de 1x10’
células/mL, una incubacion de 24 horas con el revelador resazurina y por ultimo la
utilizacion de ConA en una concentracion de 40 pug/mL como control positivo de la
induccién de proliferacion de los esplenocitos son las condiciones experimentales
Optimas para este ensayo. ConA es una lectina muy utilizada y conocida por su
actividad estimuladora de la proliferacion de linfocitos T de ratones, a través de su

union a estructuras glicosiladas en la superficie celular (Dwyer & Johnson, 1981).

Al analizar la presencia de una respuesta inmune celular contra el FMDV se pudo
observar, utilizando AgV como estimulante, proliferacion celular para los grupos
inmunizados con M13-GHL y vacuna comercial, siendo mayor la significancia con
12,5 pg/mL de AgV como inductor (Figura 21). El péptido GHL es un antigeno
caracterizado principalmente por ser el mayor inmundgeno de FMDV capaz de generar
anticuerpos neutralizantes, ya que se trata de un epitopo de linfocitos B (Tang et al.,
2012), sin embargo la respuesta celular obtenida en ratones inmunizados con M13-

GHL, confirma el hecho de que los fagos filamentosos podrian actuar como
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potenciadores mejorando la presentacion de antigenos en el MHC, lo que desencadena
en una respuesta celular contra el antigeno (Liebert et al., 2003; Pozzo et al., 2010;
Wan et al., 2005). Similares resultados fueron obtenidos recientemente utilizando el
fago MS2 como transportador inmunogeénico de una secuencia peptidica que contiene
el epitopo GHL, con una proliferacion de esplenocitos significativamente mayor en
los ratones inmunizados con el epitopo transportado por el MS2 que en los ratones

inmunizados con una repeticion en tandem del epitopo (G. Wang et al., 2018).

Ademas, en la Figura 21.B se observa una proliferacion celular mayor en los
esplenocitos de los animales inmunizados con M13-GHL y M13KO7 cuando son
estimulados con M13KQO7, en comparacion con los que fueron inoculados con TBS-
glicerol y vacuna comercial. Esto sugiere la influencia del fago M13 como

transportador inmunogénico capaz de provocar una respuesta celular.

Si bien la generacion de anticuerpos neutralizantes es de gran importancia para la
obtencion de una inmunidad protectora contra el FMDV, la respuesta inmune celular
también es un componente clave para una proteccion mas efectiva (Mccullough et al.,
1992). Como ya se ha mencionado anteriormente, la presentacion conjunta de un
epitopo de linfocitos By T del FMDV en la superficie del fago filamentoso podria ser
una alternativa prometedora para obtener una mejor respuesta celular en blsqueda de
una respuesta inmune mas amplia (Blanco et al., 2013). La utilizacién de adyuvantes
para las formulaciones de inmunizacion, entre otras opciones podria mejorar los
niveles de respuesta humoral. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que la utilizacion del fago filamentoso como transportador inmunogénico
es un potente candidato para la obtencion de vacunas recombinantes contra la fiebre
aftosa, lo que a su vez esta evidenciado por las multiples alternativas que dispone esta
tecnologia, discutidas anteriormente y que podrian optimizar el vector viral de tal

modo a generar una mejor respuesta
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Se logro generar el fago recombinante M13-GHL capaz de expresar en su superficie,
el péptido GHL de la proteina VP1 del FMDV acoplado a pVIIIl. Ademas, al ser
reconocido por el anticuerpo monoclonal mAb99 sugiere que el determinante
antigénico se encuentra en una conformacion similar a la de la particula viral nativa
del FMDV.

Los fagos M13-GHL fueron capaces de generar una respuesta inmune humoral tanto
contra el fago como contra el FMDV cuando fueron inoculados en ratones de
laboratorio. El isotipo 1gG1 fue predominante sobre el isotipo 1gG2a, lo que indica un
perfil de respuesta inmune del tipo Th2, caracterizada principalmente por una

respuesta humoral.

Ademas, la inmunizacién de ratones con el M13-GHL también logr6 una respuesta

inmune celular contra el FMDV vy contra el M13.

Es importante destacar que existen varias alternativas que podrian potenciar la
respuesta inmune obtenida con el fago recombinante. Entre ellas se destacan la
utilizacion de adyuvantes para la formulacion, la incorporacion conjunta de epitopos
de linfocitos B y T en el fago recombinante y el direccionamiento de los fagos
recombinantes a células dendriticas. Debido a los resultados prometedores obtenidos
en este trabajo, se propone explorar estas alternativas a futuro, a fin incrementar la

respuesta inmune contra la vacuna recombinante.
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