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RESUMEN

La Peste Porcina Clasica es una enfermedad viral multisistémica que afecta
exclusivamente a cerdos y genera pérdidas econémicas significativas. Su agente causal,
el virus de la Peste Porcina Clasica, es un virus en cuya envoltura se hayan expuestas
las proteinas Erns, E1 y E2, involucradas en la union inicial y entrada a la célula. Sin
embargo, es la interaccion de E2 con uno o mas receptores en la membrana celular lo
gue media la endocitosis del virus. De acuerdo a la evidencia, la proteina de membrana
CD46 esta implicada en este proceso, aunque se ha observado que algunas variantes
virales, luego de la adaptacion a cultivo celular, desarrollan mecanismos de infeccion
independientes de esta proteina. Se desconoce si estas variantes emplean mecanismos
diferentes para el ingreso a la célula y si existen modificaciones en la proteina E2 que
podrian dar cuenta de este fendmeno.

La vacunacién constituye una alternativa viable para contener la diseminacion del virus
y eventualmente erradicarlo de aquellas regiones del mundo en donde aun permanece
endémico. En estos contextos son ampliamente utilizadas las vacunas vivas
modificadas, basadas en variantes del virus que han sido atenuadas luego de numerosos
pases en cultivo. Sin embargo, se ha reportado la aparicion de variantes de virulencia
baja 0 moderada en zonas en donde se lleva a cabo una politica activa de vacunacion.
Estas nuevas variantes favorecen la permanencia del virus en la poblacién porcina y la
generacion de formas crénicas y persistentes de la enfermedad. Se cree que la presion
inmunoldgica ejercida contra vacunas utilizadas durante muchos afos, como es el caso
de aquellas basadas en la cepa-China, ha contribuido a este fenémeno. Por lo tanto
existe la necesidad de evaluar nuevas alternativas vacunales que sean igualmente
seguras y eficaces en estos escenarios.

Thiverval es una variante atenuada del virus de la Peste Porcina Clasica aprobada por
la Organizacion Mundial de Salud Animal para la vacunacién contra la enfermedad. Sin
embargo, los reportes de seguridad y eficacia luego estudios in vivo con esta variante,
datan de los afos 70 y fueron obtenidos con técnicas desactualizadas a la fecha.
Ademas, se desconoce si la variante puede transmitirse hacia animales no vacunados,
cual es su tasa de replicacion en tejidos y érganos, y su capacidad de conferir proteccion
clinica y virolégica en un tiempo menor a 7 dias luego de una dosis simple. La
actualizacion de la informacion referente a esta variante y la evaluacién de su capacidad
de conferir protecciéon temprana pueden favorecer el uso de vacunas basadas en esta
cepa en entornos en donde se ha dificultado el control de la enfermedad. Por otro lado,
se desconoce si las mutaciones que condujeron a la atenuacion de esta variante generan
cambios en la interaccion con CD46. Este conocimiento constituye una herramienta util
para el potencial desarrollo de variantes virales que puedan ser utilizadas como vacunas,
empleando métodos que modifiquen directamente el mecanismo de ingreso del virus con
posible uso transversal en otras enfermedades veterinarias. Por tanto, el objetivo general
de esta investigacion fue evaluar la capacidad de proteccién temprana de la variante
Thiverval del virus de la Peste Porcina Clasica y el rol de CD46 durante su entrada a la
célula.

Para la evaluacion del efecto protector de la vacuna, dos grupos de animales fueron
inmunizados con la variante Thiverval con 16 dias de diferencia y se incluyé ademas en
el estudio un grupo contacto y otro control. Todos los animales fueron desafiados con
Margarita, variante altamente virulenta del VPPC, transcurridos 21 o 5 dias post
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inmunizacion (dpi). Los resultados de este estudio demuestran que la variante Thiverval
se replica en el organismo de manera controlada, sin generar viremia ni transmision
detectable hacia el grupo contacto. Ademas induce la expresion de IFN-a y la respuesta
humoral contra E2 y Erns, las principales proteinas de la envoltura del virus. Los
anticuerpos generados tienen capacidad neutralizante y son detectados desde el dia 14
post inmunizacion. Se alcanza proteccion clinica completa contra los sintomas
exacerbados de la enfermedad con solo 5 dpi. Ademas, la formulacion controla la
replicacion del virus del desafio, protegiendo virolégicamente a los animales. El rol de
CD46 durante la infeccidn viral fue evaluado in vitro incubando previamente las células
con diluciones de un suero hiperinmune antiCD46 antes de la adicion de Thiverval. Una
dilucion 1/20 no generd la inhibicion completa de la infeccion por Thiverval, sin embargo,
cuando se empled la variante Margarita, el porciento de infeccién fue practicamente nulo.
Esto sugiere la existencia de mecanismos de ingreso independientes de CD46 luego de
la atenuacién. Un analisis in silico de la estructura de E2 de la variante Thiverval
evidencio como las mutaciones en la region definida previamente como importante para
la interaccién con CD46 que podrian estar afectando la interaccion con el receptor.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la capacidad de proteccion
temprana de la variante Thiverval contra la infeccion por el virus, lo cual la convierte en
una alternativa atractiva para el control de la enfermedad en zonas endémicas. Ademas,
esta investigacion sienta las bases para investigar con mas profundidad si las
mutaciones que afectan la interaccion inicial de un virus con sus receptores de entrada
a la célula podrian ser responsables de su atenuacién. Lo anterior abriria las puertas a
la posibilidad de crear artificialmente variantes atenuadas con fines vacunales usando
una aproximacion basada en estructura proteica y la alteracion la interaccién del virus
con su receptor natural.
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ABSTRACT

Classical Swine Fever is a multisystemic viral disease that exclusively affects pigs and
generates significant economic losses. Its causative agent, the Classical Swine Fever
virus, is a virus that exposes in its envelope the Erns, E1 and E2 proteins, which are
involved in the initial union and entry into the cell. However, it is the interaction of E2 with
one or more receptors on the cell membrane that mediates endocytosis of the virus.
According to the evidence, the CD46 membrane protein is involved in this process,
although it has been observed that some viral variants, after adaptation to cell culture,
develop infection mechanisms independent of this protein. It is unknown if these variants
use different mechanisms to enter the cell and if there are modifications in the E2 protein
that could account for this phenomenon.

Vaccination is a viable alternative to contain the spread of the virus and eventually
eradicate it from those regions of the world where it remains endemic. In these contexts,
modified live vaccines are widely used, based on virus variants that have been attenuated
after numerous passages in culture. However, the appearance of variants of low or
moderate virulence has been reported in areas where an active vaccination policy is
carried out. These new variants favor the permanence of the virus in the swine population
and the generation of chronic and persistent forms of the disease. It is believed that the
immunological pressure exerted against vaccines used for many years, such as those
based on the China-strain, has contributed to this phenomenon. Therefore, there is a
need to evaluate new vaccine alternatives that are equally safe and effective in these
scenarios.

Thiverval is an attenuated variant of the Classical Swine Fever virus approved by the
World Organization for Animal Health for vaccination against the disease. However, the
safety and efficacy reports after in vivo studies with this variant date back to the 1970s
and were obtained with techniques that are outdated to date. In addition, it is unknown
whether the variant can be transmitted to non-vaccinated animals, its replication rate in
tissues and organs, and its ability to confer clinical and virological protection in less than
7 days after a single dose. Updating the information regarding this variant and evaluating
its ability to confer early protection may favor the use of vaccines based on this strain in
settings where disease control has been difficult. On the other hand, it is unknown if the
mutations that led to the attenuation of this variant generate changes in the interaction
with CD46. This knowledge constitutes a useful tool for the potential development of viral
variants that can be used as vaccines, using methods that directly modify the virus entry
mechanism with possible cross-sectional use in other veterinary diseases. Therefore, the
general objective of this research was to evaluate the early protection capacity of the
Thiverval variant of the Classical Swine Fever virus and the role of CD46 during its entry
into the cell.

To assess the protective effect of the vaccine, two groups of animals were immunized
with the Thiverval variant 16 days apart, and a contact group and a control group were
also included in the study. All the animals were challenged with Margarita, a highly
virulent CSFV variant, at 21- or 5-days post immunization (dpi). The results of this study
show that the Thiverval variant has a low replication rate in the organism and that it is not
transmitted to the contact group. It also induces the expression of IFN-a and the humoral
response against E2 and Erns, the main proteins of the virus envelope. Neutralizing
antibodies are detected from day 14 post immunization and clinical protection against
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exacerbated symptoms of the disease is achieved with only 5 dpi. In addition, the
formulation controls viral replication after challenge, virologically protecting the animals.
The role of CD46 during viral infection was assessed in vitro by pre-incubating cells with
dilutions of an anti-CD46 polyclonal serum prior to the addition of Thiverval. A 1/20
dilution did not generate complete inhibition of Thiverval infection, however, when the
Margarita variant was used, the infection rate was practically nil. This suggests the
existence of CD46-independent entry mechanisms after attenuation. An in-silico analysis
of the E2 structure of the Thiverval variant showed how the presence of mutations in the
region previously defined as important for the interaction with CD46 could be affecting
the interaction with the receptor.

The results obtained in this work demonstrate the early protection capacity of the
Thiverval variant against infection by the virus, which makes it an attractive alternative
for the control of the disease in endemic areas. In addition, this research lays the
groundwork for further investigation of whether mutations that affect a virus's initial
interaction with its cell-entry receptors could be responsible for its attenuation. This would
open the doors to the possibility of artificially creating attenuated variants for vaccine
purposes using an approach based on protein structure and altering the interaction of the
virus with its natural receptor.
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1.INTRODUCCION

1.1 Peste Porcina Clasica. Situacion actual. Politicas de erradicacion.

La Peste Porcina Clasica (PPC) se encuentra entre las enfermedades virales mas
devastadoras que afecta al género Sus Scrofa, al que pertenecen los cerdos
domeésticos y salvajes [1, 2]. Los primeros reportes de la PPC datan de principios
del siglo XIX en Tennessee, Estados Unidos. En 1862 |la enfermedad se describe
por primera vez en Europa y para 1960 ya estaba distribuida en todo el mundo
[3, 4]. Debido a sus efectos devastadores, su rapida propagacion y las cuantiosas
pérdidas econdmicas que genera, la PPC se encuentra en la lista de
enfermedades de notificacion obligatoria ante la Organizacion Mundial de la
Salud Animal (fundada como Oficina Internacional de Epizootias, OIE) [2, 5].

En la actualidad, Norteamérica, Oceania, gran parte de la Uniéon Europea y
algunos paises de Sudamérica, entre ellos Chile, son declarados por la OIE como
territorios libres de PPC [6]. También se les otorgd este estatus a regiones
especificas dentro de Brasil, Colombia y Ecuador. Sin embargo, en estos paises,
al igual que en otros de América Central, gran parte de América del Sur vy el
Caribe, la enfermedad continua siendo endémica [6]. De acuerdo con el sistema
mundial de informacion en salud animal (WAHIS; del inglés, World Animal Health
Information System), los brotes mas recientes se reportaron en Ecuador [7],

Colombia [8], Brasil [9], Corea del Sur [10] y Japdn [11].



Las politicas que han conducido a la erradicacion de la enfermedad difieren de
un pais a otro. En el caso de la Unién Europea, desde los afios 90 se implementd
un programa de erradicacion progresivo que incluyé una estricta vigilancia
serologica acompanada del sacrificio, de los animales infectados y también de
aquellos sanos que se encontraban en el radio cercano a la infeccion. Esta
politica excluyo totalmente la vacunacion, sin embargo, los costos asociados a
los brotes registrados en 1997 y 2001, en conjunto, estan valorados en alrededor
de 108 millones de euros [12, 13]. Estos estuvieron relacionados mayormente
con el sacrificio de animales sanos fuera de las zonas de control debido a las
restricciones de movimiento [14]. Estas practicas son controversiales desde el
punto de vista bioético, sobre todo teniendo en cuenta que otros paises han
alcanzado el estado de “libres de PPC” sin aplicar medidas tan extremas. Tal fue
el caso de Uruguay en 1991, Chile en 1998 y Argentina en 2005, en donde la
vacunacion constituyé la principal herramienta para la erradicaciéon de la
enfermedad [15].

A pesar de los esfuerzos realizados, el riesgo de reemergencia de la enfermedad
continua siendo elevado. Evidencia de lo anterior es el caso de Japdn, pais en
donde luego de 26 afios de adquirir el estado “libre de PCC” la enfermedad
reemergio tanto en cerdos domésticos como salvajes [1]. La alta densidad de la
poblacidn porcina, la cercania con paises en donde la enfermedad es endémica,
la presencia de jabalies y cerdos salvajes enfermos, la politica de no-vacunacién

o el fallo en la ejecucion adecuada de esta, son factores que acrecientan la



amenaza y atentan contra la seguridad animal de los territorios libres de la
enfermedad [16]. Por tanto, la PPC continua siendo un problema global cuyas
alternativas de solucién son abordadas en diferentes investigaciones alrededor

del mundo.

1.2 Virus de la Peste Porcina Clasica. Caracteristicas generales.

1.2.1 Etiologia de la enfermedad.

El agente etiologico de la PPC es un virus de ARN cuyo nombre es genérico de
la enfermedad [2]. Los viriones tienen un diametro entre 40 y 60 nm, una
envoltura icosaédrica y una simetria hexagonal [17]. El virus de la peste porcina
clasica (VPPC) esta incluido dentro del género Pestivirus y la familia Flaviviridae
[18]. A este género pertenecen otros patégenos como el virus de la enfermedad
de frontera de oveja y el virus de la diarrea viral bovina (VDVB). Entre este ultimo
y el VPPC existe un alto grado de identidad de secuencias y una reactividad

antigénica cruzada [19, 20].

1.2.2 Organizacion del genoma

El material genético del VPPC consiste en un ARN de cadena simple con
orientacion positiva cuyo tamafo oscila alrededor de los 12,3 kb [21]. El genoma
esta compuesto por un marco abierto de lectura (ORF; del inglés, Open Reading
Frame) flanqueado por una region 5'-UTR (del inglés, Untranslated region), que

contiene un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES; del inglés, Internal



Ribosome Entry Site) y otra 3'-UTR, carente de la region de poliadenilacion [22].
El ORF codifica para una poliproteina de aproximadamente 3898 aminoacidos
cuya secuencia es procesada co- y post-traduccionalmente por la accion de
proteasas virales y de la célula hospedera (Figura 1) [23]. Como resultado se
generan 12 proteinas maduras: 4 estructurales y 8 no estructurales. Las
proteinas se encuentran dispuestas en el siguiente orden: Npro, Core (C), Erns,
E1, E2, P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B [24].

El mapeo filogenético del VPPC esta basado en secuencias parciales del extremo
5°-UTR, de la proteina E2 y del gen de la polimerasa NS5B. Los aislados del virus
se dividen en 3 genotipos y 11 subgenotipos (1.1, 1.2, 1.3,1.4, 2.1, 2.2, 2.3, 3.1,
3.2, 3.3, y 3.4). El subgenotipo 2.1 se divide ademas en los sub-subgenotipos

2.1a, 2.1b, 2.1¢, and 2.1d [25].
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Figura 1. Organizacion del genoma del virus de la Peste Porcina Clasica.
Extraido de [26]



1.2.3. Mecanismo de replicacion viral

La replicacion viral inicia con la entrada del virus a la célula, principalmente a
través de un mecanismo de endocitosis mediada por receptor y dependiente de
clatrina, dinamina y las proteinas Rab5 y Rab7 [27]. Las proteinas estructurales
del VPPC participan en la interaccion inicial, siendo solo E1 y E2 imprescindibles
para la entrada [28], aunque Erns también facilita la union inicial a la célula [29].
Luego de la entrada, la fusién de las membranas viral y celular es mediada por
las glicoproteinas E1 y E2 en un proceso dependiente de pH [28], en el que se
cree esta involucrado el péptido 2?CPIGWTGVIEC'® de E2 [30]. Una vez que el
material genético es liberado al citosol en forma de ribonucleoproteina, se
reclutan los ribosomas celulares y los factores necesarios para la iniciacion del
proceso de traduccion viral [24]. La presencia del sitio IRES en el extremo 5-UTR
permite que la traduccion inicie por un mecanismo independiente de la caperuza
y del factor de iniciacion elF-4F [31].

Durante la traduccién del ORF se generan las proteinas virales maduras o
intermedias entre las que se encuentran aquellas necesarias para la replicaciéon
del genoma. Posteriormente, se sintetiza una cadena de ARN de orientacion
negativa, que sirve de molde para la sintesis del ARN gendmico [32]. Los viriones
son empaquetados en el reticulo endoplasmatico y en el complejo de Golgi,
donde adquieren su envoltura lipidica. Finalmente, transcurridas
aproximadamente 10 horas post-infeccién, los virus son excretados a través del

transporte vesicular (exocitosis) [33].



1.2.4 Funcioén de las proteinas virales.

1.2.4.1 Proteinas no estructurales

La primera proteina traducida en el ORF del VPPC es la Npro, con un peso
molecular de 19 kDa y localizada hacia el extremo 5'-UTR del genoma [34]. Es
una cisteina-proteasa que conforma la familia de proteasas C53 [35] y genera su
auto-escision de la poliproteina [23]. Npro no esta involucrada en la replicacion
viral [36], pero participa en la inhibicion de la produccion de interferén de tipo |
(IFN-1) disminuyendo como consecuencia la respuesta antiviral en las células
[37]. También desempefa un papel fundamental en el proceso de escape de la
apoptosis inducida por RNA [38]. El resto de las proteinas no estructurales se
encuentran distribuidas hacia el extremo 3' del genoma y son codificadas por una
secuencia aminoacidica altamente conservada entre los miembros del género
Pestivirus [39].

La proteina P7 es una proteina transmembrana tipo Il de 70 kDa que puede
influenciar la replicacion y la formacidon de los viriones infectivos [40, 41]. La
proteina es de corta vida y se degradada en el proteosoma, evento que induce la
secrecion de la citoquina proinflamatoria IL-13, una de las reacciones
fundamentales de la respuesta inmune innata contra la infeccion viral [42].

Las proteinas NS2 y NS3 son generadas luego de la maduracién del precursor
NS2-3 de 120 kDa [43]. Se ha demostrado que el complejo formado por el
precursor NS2-3 y NS4A es necesario para formar las particulas infecciosas [44].

La proteina NS2 tiene actividad auto-proteasa, desempena una funcidn



reguladora de la replicacién y su expresion puede antagonizar la respuesta de
IFN-I [33, 45]. Por otro lado, NS3 es una proteina con actividad serino-proteasa,
helicasa de ARN y NTPasa [44, 46]. Desempefia un papel importante en la
transcripcion y la traduccion e induce en menor grado anticuerpos no
neutralizantes después de la infeccion con el VPPC [47].

La proteina NS4A esta formada por 64 aminoacidos y esta involucrada en la
replicacion de ARN y en la formacion de las particulas infecciosas [43]. Por otro
lado, NS4B esta compuesta de 374 aminoacidos y tiene actividad NTPasa [48].
La proteina NS5A, formada por 497 aminoacidos, estimula el ensamblaje de las
poliproteinas e inhibe la transcripcion y traduccion a través de algunos de sus
dominios conservados [49]. Ademas promueve la replicacion viral y participa en
la evasidon inmune [50]. NS5B es una ARN polimerasa dependiente de ARN de
718 aminoacidos [51]. La secuencia que codifica para esta proteina se encuentra
muy conservada entre todos los pestivirus, por lo cual es utilizada para realizar

estudios de relaciones filogenéticas entre diferentes cepas [47].

1.2.4.2 Proteinas estructurales

La proteina C tiene un tamafo de 14.3 kDa y se localiza después de Npro. Es
escindida de la poliproteina después de que sus sitios N- y C-terminales son
cortados por la proteina Npro y una peptidasa del hospedero, respectivamente.
Se ha observado que la proteina influye en la expresion de los genes del

hospedero [52]. Esta implicada en la replicacion, la produccidon de la progenie



viral y la evasion del sistema inmune [53]. A continuacion de esta proteina, una
secuencia que codifica para un péptido sefal media la traslocacion de las otras
tres proteinas estructurales: Erns, E1y E2 [54].

La glicoproteina Erns (del inglés; Envelope protein RNAse secreted) tiene un
peso molecular de entre 44 y 48 kDa determinado mayormente por las
glicosilaciones [55]. Erns forma homodimeros de aproximadamente 100 kDa, no
posee dominio transmembrana, puede ser secretada luego de la maduracion viral
y no es imprescindible para la infeccidon viral [54]. La proteina tiene actividad
endonucleasa y puede regular la sintesis de RNA de las células infectadas, inhibir
la sintesis proteica, inducir apoptosis de los linfocitos e inhibir etapas tempranas
de la respuesta inmune del hospedero [56]. Ademas, induce la respuesta inmune
como un antigeno minoritario durante la infeccion [58]. Se demostr6 que la
proteina puede adherirse a la superficie celular de varias especies, inclusive de
aquellas que no son susceptibles a la infeccidn por el virus [57]. En células SK6
la mutacion S476R en la proteina favorece su interaccion con Heparan Sulfato,
un polisacarido presente en todas las membranas celulares [58, 59]. También se
ha descrito su interaccion con el receptor de Laminina [60]. De acuerdo con los
reportes de Li, X y col., [61] para la unidn a la célula es importante la secuencia
36sLAEGPPVKECAVTCRYDKDADINVVTQARN?3o7.

La proteina E1 tiene un peso molecular de 33 kDa y consiste en 195 aminoacidos
[24]. Es una proteina transmembrana tipo | cuyo ectodominio se encuentra

localizado hacia el extremo N-terminal y en el C-terminal contiene el ancla



hidrofébica que la une a la envoltura del virus [62]. Forma heterodimeros con la
proteina E2 y media la unién a la membrana celular y la invasién, aunque no se

tienen muchos detalles de su participacion en el proceso [63].

1.2.4.3 Caracteristicas de la glicoproteina E2

La glicoproteina E2 tiene peso de entre 51-55 kDa y es una proteina
transmembrana tipo | que se encuentra anclada a la envoltura viral a través de
su dominio C-terminal [64]. Se le puede encontrar formando homodimeros de
aproximadamente 100 kDa, pero mayormente forma heterodimeros con E1 de
alrededor de 75 kDa estabilizados mediante un puente disulfuro [65, 66]. Durante
la traduccién de la cadena polipeptidica naciente, se forman otros puentes
disulfuro intramoleculares, mientras que los intermoleculares son formados mas
tardiamente [67]. Dentro del genoma del virus, la mitad N-terminal de la E2 es
una de las regiones mas variables, por lo cual, los analisis filogenéticos basados
en 190 nucledtidos de esta region son empleados para la clasificacion del virus
[68].

E2 es imprescindible en el ciclo de vida del patégeno y uno de los principales
determinantes de virulencia ya que mutantes del virus que contienen deleciones
parciales o completas de la proteina no resultan viables [69, 70]. E2 es la proteina
mas inmunogeénica del virus e induce una respuesta de anticuerpos
neutralizantes capaz de conferir proteccion, debido a lo cual se ha convertido en

el foco para el desarrollo de nuevas vacunas [71, 72]. Ademas la proteina es



esencial para la unién inicial y posterior entrada del virus a las células, al mismo
tiempo que determina el tropismo celular [28, 73].

El uso de anticuerpos monoclonales (AcMs) dirigidos contra la proteina E2 de la
cepa Brescia del VPPC, permitié identificar 4 dominios antigénicos: A, B, Cy D,
en el extremo N-terminal [74]. En el modelo construido a partir de la estructura
tridimensional de la E2 de esta cepa (Figura 2) se identifican 4 dominios
antigénicos (A, B, C y D), los sitios potenciales de glicosilacion y los puentes
disulfuro presentes. El dominio A tiene 3 subdominios: A1, A2 y A3, siendo los 2
primeros altamente conservados entre las diferentes cepas del virus, mientras
que el A3 es mas variable. Solo el subdominio A1 junto a los dominios By C
inducen anticuerpos neutralizantes, pero las secuencias correspondientes a los
dominios B y C son menos conservadas [75]. La secuencia antigénica,
820 TAVSPTTLRs37, localizada en el dominio A/D de la proteina, se defini6 como
altamente conservada entre las diferentes variantes del VPPC, pero no entre los
distintos pestivirus. Esta secuencia es ademas la diana de anticuerpos
neutralizantes [76]. Un estudio en el que se empled una libreria de péptidos de
30 aminoacidos cuyas secuencias en conjunto abarcaban toda la proteina,
identifico la secuencia g3)AVSPTTLRTEVVKTFRRDKPFPHRMDCVTTgss, como
implicada en la unién del virus a la célula [61]. Nétese que ambos estudios
ratifican la importancia de esta regidn en la interaccion con la célula, aunque en
el ultimo estudio se incluyen ademas otros aminoacidos. Se postula que luego de

la interaccion inicial del virus con las células permisivas, mediada por Erns y/o
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E2, la interaccion especifica de esta ultima con su receptor es la que induce la

entrada del virus a la célula [29].
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Figura 2. Estructura antigénica de la glicoproteina E2

Representacion esquematica de la estructura antigénica de la glicoproteina E2 de la
cepa VPPC “Brescia”. Los aminoacidos fueron agrupados como: hidrofébicos (A, G, M,
I, L, V, F, W); polares sin carga (N, Q, S, T, Y); polares con carga (D, E, K, R, H); y
cisteinas (C). Se indican los puentes disulfuros (rojo) y los grupos de N-glicosilacion. Se
observan dos subunidades estructurales independientes formadas por los dominios B/C
y A/D, y estabilizadas por puentes disulfuro intramoleculares. Extraido de [74].

1.3 Receptores involucrados en la entrada del virus
El proceso de infeccion del VPPC, al igual que el de otros miembros de la familia
Flaviviridae, es complejo y no se encuentra completamente dilucidado hasta el

momento. La entrada a la célula de los pestivirus en general, y del VPPC en
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particular, es probablemente uno de los eventos menos comprendido. Su estudio
podria contribuir al desarrollo de candidatos no vacunales que inhiban la infeccién
en sus etapas iniciales y comprender con mayor profundidad los mecanismos
implicados en la infeccion viral.

Existen estudios aislados que reportan la participacion de ADAM17 [77], Heparan
Sulfato (HS) [78], Laminina [60], Integrina B3 [79], Anexina 2 [80], MERKT [81] y
CD46 [78] en la infeccion del VPPC. Dentro de este grupo, la proteina CD46 es
probablemente alrededor de la cual se concentra la mayor cantidad de
informacion debido a que se identificé previamente su homdlogo en bovinos

como el receptor de otro pestivirus, el VDVB [82].

1.3.1 Proteina CD46. Caracteristicas generales y estructura

La proteina cofactor de membrana o CD46, es una proteina transmembrana tipo
1 que actua como reguladora del complemento [83]. En las células humanas se
expresa como 4 isoformas que se derivan del empalme alternativo de un solo gen
de aproximadamente 46 kb [84]. CD46 protege a las células del hospedero del
ataque del complemento sirviendo de cofactor del Factor | en la inactivacion
proteolitica de C3b y C4b [85]. En cerdos, la proteina se encuentra presente en
las células de origen epitelial y endotelial, en los fibroblastos y en las células en
circulacion y a diferencia de su homodlogo en humanos, se encuentra
abundantemente expresada en los eritrocitos [83, 86]. Ambas proteinas

comparten un 42% de identidad de secuencia aminoacidica y hasta el momento
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solo se encuentra disponible la estructura cristalina de la porcion extracelular de
molécula humana unida al Adenovirus 11 (PDB 308E) con una resolucién de
2.84 A [87].

En cerdos, la porcion extracelular de la proteina se compone de 4 repeticiones
consenso cortas (CCP; del inglés, Complement Control Protein), ricas en Cisteina
que contienen 2 sitios potenciales de N-glicosilacion [88]. Estas repeticiones son
seguidas por una regién abundante en Serina, Treonina y Prolina (STP), que es
objeto de empalme alternativo [88]. La porcién extracelular de la proteina esta
unida a un domino transmembrana a través de una region corta cuya funcién es
hasta el momento desconocida. El dominio intracelular de CD46 posee una
porcion carboxilo terminal, denominada tallo citoplasmatico (CYT; del inglés,
Cytoplasmic Tail). En humanos, producto del empalme alternativo de las regiones
STP y CYT, se generan isoformas que muestran expresion tejido-especifica [82].
Se cree que las diferentes isoformas observadas en cerdos se deban a un
proceso de empalme similar, aunque hasta la fecha esto no ha sido confirmado

a nivel de ARNm [89].

1.3.3 Participacion de CD46 porcino en la infeccion por el VPPC

En un estudio que realizaron Hulst y col. [29]; se sugiri6 que el VDVB y el VPPC
empleaban un receptor homologo ya que la proteina E2 del VPPC en estado
soluble podia inhibir la infeccion por ambos virus. Aios mas tarde se identificé a

CD46 bovino como el receptor del VDVB luego de que un AcM dirigido contra el
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receptor bloqueara la infeccion por el virus [82, 90]. Ademas la expresion de
CD46 bovino en células porcinas incremento la susceptibilidad de estas a la
infeccion por el VDVB [90]. Estudios adicionales revelaron que para la interaccion
del receptor con el VDVB son cruciales los péptidos esEQIVss y 82GQVLALs?
localizados en hojas B antiparalelas del CCP 1 de CD46 [91]. Teniendo en cuenta
que los pestivirus estan estrechamente relacionados desde el punto de vista
estructural y antigénico, se inicié el estudio de la participacién de CD46 porcino
en la infeccion por el VPPC. Drager y col. [78], incubaron células permisivas al
virus con una mezcla de los anticuerpos monoclonales MCA 2262 y MCA 2310
dirigidos contra CD46 porcino. Posteriormente las células fueron infectadas con
Roesrath, variante del VPPC de virulencia moderada e incubadas durante 72
horas. Finalmente, las células fueron analizadas mediante inmunofluorescencia
para detectar evidencias de infeccion viral. Los resultados obtenidos en este
grupo sugieren que CD46 esta implicado en la infeccion del VPPC ya que el
bloqueo de la proteina genera una inhibicién casi total de la infeccion viral. Sin
embargo, luego de que se repitiera el experimento, empleando la variante
Roesrath sometida a 30 pases en cultivo, el bloqueo de CD46 tuvo una menor
influencia en la infeccion. Los autores demostraron que esto se debia al uso
favorecido de HS tras la adaptacién a cultivo celular, lo cual también se ha
observado en otros virus [92]. En estudios previos realizados por M. M. Hulst y
col. [58] se habia demostrado que en caso del VPPC luego de la adaptacion a

cultivo en células SK6, un cambio de Serina por Arginina en la posicién 476 de la
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proteina Erns favorece la union a HS. Se desconoce si esta mutacion en Erns,
que ademas es suficiente para que ocurra la union, surge para compensar alguna
(s) mutacion (es) en E2 que disminuyan la afinidad por su propio receptor. En el
experimento anterior se desconoce cuales fueron las mutaciones en las proteinas
E2 y Erns ya que los autores no realizaron la secuenciacion de la variante
Roesrath luego de la adaptacion. Esto habria permitido conocer qué cambios
podrian estar vinculados con la adaptacion a cultivo y evaluar si estos estan
relacionados con los mecanismos de entrada del virus a la célula. Desde
entonces, se ha asumido que CD46 es uno de los receptores involucrados en la
infeccion por el VPPC, que interactua con E2 y que luego de la adaptacion se
favorece el uso de moléculas como el HS. Sin embargo, en un estudio reciente
se cuestiono la participacion de CD46 en la infeccion por el VPPC [93]. Luego de
emplear aislados virales de distinto grado de virulencia y representativos de los
genotipos 1 y 2 del virus, no se encontro que CD46 estuviera implicado en la
infeccion. El knockout de la proteina no generé cambios en la infeccion viral. En
este caso, los autores no especifican si los virus empleados habian sido
adaptados a cultivo o eran aislados recientes, lo cual, como se ha descrito, podria
haber influenciado el uso de esta proteina.

Estos resultados generan algunas preguntas: ¢;esta implicado CD46 en la
infeccion por el VPPC?; de ser asi, ¢puede la adaptacion del VPPC generar

cambios en E2 que disminuyan la afinidad por este receptor? ;Como? Para
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abordar estas preguntas se requiere el uso de variantes virales adaptadas a

cultivo celular cuyas secuencias estén debidamente caracterizadas.

1.4 Patogénesis de la enfermedad

El VPPC se transmite a través de la via oronasal, luego del contacto directo o
indirecto con animales infectados y a través del consumo de alimentos
contaminados [18]. Existe ademas la transmisién vertical a través de la placenta
e igualmente se ha encontrado virus en el semen, por lo que puede transmitirse
durante la inseminacion [94].

El patogeno infecta en primer lugar las células epiteliales de las criptas tonsilares,
independientemente de la via de ingreso, y posteriormente invade los tejidos
linfoides [95, 96]. Luego de ingresar a los capilares linfaticos, se transporta a los
nodulos linfoides regionales e ingresa a los capilares sanguineos eferentes
dando lugar a la viremia. A partir de este momento, el virus alcanza la médula
O0sea y los organos linfoides secundarios, tales como: las amigdalas, nddulos
linfaticos y otras estructuras linfoides asociadas con el intestino delgado, desde
donde se replica. Finalmente, en la fase tardia de la viremia, invade los érganos
parenquimatosos [97]. Este pestivirus tiene una afinidad particular por las células
endoteliales, los macrofagos y las células dendriticas (CD), empleando a estos
ultimos como vehiculos para diseminarse por todo el organismo [98, 99].

La infeccion conduce a la desestabilizacion del sistema inmune caracterizada por

una respuesta pro-inflamatoria aberrante (conocida como tormenta de
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citoquinas), inmunosupresion severa y la incapacidad de controlar la progresion
de la enfermedad [100, 101]. El proceso infeccioso esta asociado a la linfopenia
severa, apoptosis linfocitaria, trombocitopenia, agregacion plaquetaria, aplasia
medular, afectacion de la mielopoiesis y megacariocitopoiesis, atrofia del timus y

apoptosis timocitica [102-104].

1.5 Signos clinicos de la enfermedad

La PPC puede desarrollarse en 3 formas principales: aguda (transciente o letal),
cronica, y persistente, requiriendo esta ultima la infeccion durante el embarazo
[105]. ElI VPPC tiene un periodo de incubacion entre 4 y 10 dias y se observan
los mismos sintomas clinicos tanto en cerdos domésticos como salvajes [18]. La
progresion de la enfermedad depende de la virulencia de la cepa, las respuestas
del hospedero y las infecciones secundarias, por lo cual las manifestaciones
clinicas pueden variar considerablemente [106].

De manera general, en la forma aguda de la enfermedad los sintomas clinicos
inespecificos (conocidos como “atipicos”) aparecen durante las dos semanas
posteriores a la infeccion. Estos incluyen fiebre alta, anorexia, sintomas
gastrointestinales, debilidad general y conjuntivitis [107, 108]. Alrededor de las 2-
4 semanas aparecen los sintomas neuroldgicos: incoordinacion, paresia,
paralisis y convulsiones. Al mismo tiempo, aparecen las hemorragias cutaneas o
la cianosis en zonas como las orejas, extremidades y abdomen ventral. Estos

sintomas tardios son conocidos como “tipicos” [18]. En los casos agudos-letales,
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la muerte ocurre entre las 2-4 semanas posteriores a la infeccion, pudiendo ser
del 100% entre los 10 y 30 dias, dependiendo de la edad del animal y de la
virulencia de la cepa [109]. Debido al caracter inmunosupresor del virus, pueden
aparecer enfermedades gastrointestinales y respiratorias secundarias que
agravan el curso de la enfermedad y pueden llegar a encubrir los sintomas
clinicos. Las infecciones con cepas altamente virulentas, tales como Margarita y
Koslov (usualmente empleadas para la evaluacion de las vacunas) pueden
generar signos neurologicos severos dentro de los 7 a 10 dias post infeccion y el
100% de mortalidad en animales de todas las edades [110, 111].

Las enfermedades que cursan de forma cronica tienen lugar cuando un animal
infectado no es capaz de orquestar una respuesta inmunolégica adecuada. Se
caracterizan por sintomas clinicos no especificos y la excrecidon de altas
cantidades de virus. El hospedero, mas que los factores virales, pareciera
desempefar un papel preponderante en el establecimiento de este tipo de
infeccion [112].

La forma persistente de la enfermedad la desarrollan aquellos animales
infectados en el periodo fetal o entre las primeras 8 a 48 horas de vida [113]. Los
animales son aparentemente sanos, pero mueren meses después debido a la
“forma tardia” de la enfermedad [98]. Durante este periodo excretan altas
cantidades de virus que pueden ser transmitidas. Este fendbmeno genera un
impacto considerable en la eficacia de las vacunas y puede complicar el control

de la enfermedad en los paises en los cuales ésta es endémica [113].
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1.6 Vacunacion como alternativa para el control de la enfermedad.

La vacunaciéon constituye la herramienta mas efectiva para la prevenciéon y/o
control de la enfermedad. Sin embargo, su uso esta limitado a las politicas
aprobadas por las entidades de cada pais. En aquellos paises en donde se ha
erradicado la enfermedad, pero existe riesgo potencial reemergencia, la
vacunacion es una alternativa valorada exclusivamente para situaciones de
emergencia, con el objetivo de evitar la muerte por sacrificio, estrategia
éticamente cuestionable y muy costosa. Sin embargo, en los paises en donde la
enfermedad es endémica, las campanas sistematicas de vacunacion,
acompanadas de procedimientos adecuados de diagndstico, constituyen la
principal medida de control epidemiologico. La vacunacion de los cerdos salvajes
puede contribuir también a disminuir la incidencia de la PPC, y como
consecuencia, la amenaza de reintroduccion de la enfermedad en los animales

domeésticos [114].

1.6.1 Vacunacion de emergencia en territorios libres de la Peste Porcina
Clasica.

Ante la emergencia de brotes de la enfermedad en paises declarados como
“‘libres” la vacunacion es una estrategia que comienza a ser cada vez mas
valorada, aunque hasta el momento nunca ha sido aplicada. Estas vacunas
deben permitir la diferenciacion entre animales infectados y animales vacunados

(DIVA, del inglés; Differentiating infected from vaccinated animals), generando
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una respuesta de anticuerpos diferente de aquella desarrollada luego de la
infeccion natural [115]. Esto es imprescindible para evitar las restricciones de
movimiento y comercializacion de animales que podrian estar potencialmente
infectados [102].

Las vacunas que siguen una estrategia DIVA contienen una proteina antigénica
o epitope menos que el virus nativo, diferenciando el virus vacunal del virus en
circulacién y deben emplearse en conjunto con un test diagndstico [116]. En la
busqueda de nuevos candidatos vacunales con caracteristicas DIVA se han
seguido hasta la fecha 4 estrategias fundamentales: las vacunas de subunidades,
las de vectores virales (vacunas quiméricas y replicones), las de péptidos
inmunogénicos y las de ADN [117]. Dentro de estas se puede destacar la vacuna

Porcilis® Pestis (Intervet International BV, Boxmeer, The Netherlands), aprobada

por la EMA para su uso en situaciones de emergencia [118] y los candidatos
basados en pestivirus quiméricos CP7_E2alf [119], vRiemsABC-Gif [120] y Flc-
LOM-BErns [121]. También se ha desarrollado el candidato FlagT4Gyv, el cual
hasta la fecha es uno de los mas prometedores para ser aplicado en situaciones

de emergencia [117].

1.6.2 Vacunacion profilactica en territorios con Peste Porcina Clasica
endémica.
En aquellos paises en donde la PPC es endémica, y se emplea la vacunacion

profilactica como medida de control epidemioldgico, las vacunas vivas atenuadas
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continuan siendo el método mas empleado [117]. Si bien es cierto que estas no
cumplen con el criterio DIVA, han sido empleadas para el control y erradicacion
de la enfermedad en diferentes lugares del mundo [116, 122]. La principal razén
radica en su alta inmunogenicidad y su capacidad de inducir respuesta inmune
celular y humoral.

Este tipo de vacunas contienen como inmundgeno principal alguna de las
diferentes variantes del VPPC, atenuada a través de mutaciones adaptativas
producidas aleatoriamente luego de numerosos pases en conejos o células en
cultivo [123]. Entre las cepas mas comunmente utilizadas se encuentran: la cepa
China (cepa-C) y todas sus derivadas, la variante rusa LK-VNIVViM, las variantes
PAV mexicanas y Thiverval [115, 124, 125]. De modo general las vacunas vivas
atenuadas han demostrado ser muy seguras y capaces de inducir una respuesta
inmune protectora que puede durar hasta 1 afo después de una inmunizacién
simple [126]. Dentro de este grupo, las vacunas basadas en la cepa-C son
empleadas en varios lugares del mundo para el control de la PPC en cerdos
domeésticos [2, 117]. Sin embargo, en los ultimos afios, en muchos de los lugares
en donde se emplean vacunas basadas en esta cepa, se ha reportado el
surgimiento de variantes del VPPC de virulencia baja y moderada que dificultan
el control de la enfermedad. De acuerdo con los expertos, la presion inmunoldgica
ejercida por la vacunacion con esta variante del virus es una de las causas mas

probables [2, 127]. Esto incentiva el uso de otras vacunas vivas atenuadas, que
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brinden un nivel de proteccion similar al conseguido con la cepa-C y que ademas

sean seguras y costo-efectivas.

1.6.2.1 Thiverval

Thiverval es una variante atenuada del VPPC aprobada por la OIE para su uso
en los programas de vacunacion contra este patogeno [5]. Esta variante deriva
de la cepa virulenta Alfort/187 luego de mas de 170 pases a temperaturas de 29-
30°C en células PK15 [117]. La vacuna fue patentada en Francia
aproximadamente en 1971 y ha mostrado estabilidad genética y un alto grado de
seguridad aun cuando fue administrada a animales inmunodeprimidos [128]. La
variante Thiverval no muestra virulencia residual ni factores de reversion de la
virulencia [129]. Durante muchas décadas esta vacuna ha demostrado un alto
nivel de eficacia, seguridad y capacidad de prevenir la transmision vertical del
virus cuando es administrada a cerdas prefiadas [130]. Ademas, la vacunacion
con Thiverval no tiene efectos negativos en el desarrollo de la gestacion o en los
animales recién nacidos. Los estudios que se encuentran disponibles, realizados
en los afos 70, han demostrado que la vacuna induce una respuesta sistémica
y local, protegiendo a los animales del reto, independientemente de la via de
administracion empleada (oral o intramuscular) [131]. Se ha determinado que
luego de 7 dias post vacunacion los animales estan protegidos frente al reto con
una variante virulenta, aunque se desconoce si antes de este tiempo podria existir

proteccion completa [132].
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Lamentablemente, no se han registrado estudios recientes, empleando las
técnicas actualmente aprobadas y validadas por la OIE (por ejemplo, RT-PCR en
tiempo real) para evaluar aspectos como la transmisibilidad del virus vacunal y
su replicacion en tejidos y érganos. Hasta el momento también se desconoce si
la vacuna es capaz de conferir proteccion clinica y virolégica en un tiempo menor
a 7 dias, lo cual evitaria las muertes por sacrificio. Esta informacion seria util para
incentivar el uso de este tipo de vacunas en territorios en donde se dificulta el
control y erradicacion de la enfermedad y también como alternativa en

situaciones de emergencia.

1.7 Determinantes moleculares de virulencia del virus de la Peste Porcina
Clasica.

La atenuacidn de la virulencia esta relacionada con la introduccién de mutaciones
en aquellos dominios conservados relacionados con la entrada y liberacion del
virus, su velocidad de replicacion, su interaccidn con las proteinas del hospedero,
y otros procesos fisiologicos esenciales [133]. Hasta la fecha, las proteinas Npro,
NS4B, p7, C, Erns, E1 y E2 han sido relacionadas con la virulencia del VPPC
[24]. Sin embargo, varios autores coinciden en que es la proteina E2 uno de los
principales determinantes de la virulencia del VPPC dado su papel protagénico
en la union y entrada del virus a la célula [70, 133]. Aquellos cambios que, de

acuerdo con predicciones de estructura secundaria, afectan la antigenicidad, la
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hidrofobicidad, la formacion de las hojas plegadas 3 e incluso generan pérdida
de la estructura de alfa hélice en el terminal carboxilico de la proteina, pueden

producir atenuacién del virus por métodos aun desconocidos [134].

1.7.1 Atenuacion de la variante Thiverval

Con el objetivo de investigar los posibles factores moleculares implicados en la
atenuacion de la variante Thiverval, Yunfeng Fan y col., [135] compararon su
secuencia con la de Alfort/187, cepa a partir de la cual Thiverval fue generada.
Solo se encontraron cambios en la region 3'-UTR y en la secuencia de la proteina
E2. Por un lado, en la region 3'-UTR de los diferentes clones obtenidos, se
encontraron inserciones cuyos tamafos oscilaron entre los 6 y 32 nucledétidos
(nt). El tamano de estas inserciones es proporcional a la complejidad de la
estructura que se genera, al mismo tiempo que aumenta la energia libre,
haciéndola menos estable. Inserciones de 12-14 nucledtidos, mayormente del
tipo T, en el extremo 3'-UTR, se han reportado en la mayoria de las variantes
atenuadas del VPPC, tales como HCLV, cepa-C, Porcivac, Ravoc y la LK-rusa
[136-138]. En el caso de la glicoproteina E2 existen en su secuencia
aminoacidica 3 mutaciones no conservativas localizadas en los residuos

791(Leucina—Glutamina), 855 (Acido Aspartico—Fenilalanina) y 1059 (Leucina
— Prolina). Es posible que la insercion en la region 3-UTR junto con las

mutaciones en el gen de la E2 sean responsables de la atenuacion de la variante

Thiverval del VPPC. Pero no se ha estudiado si los cambios en E2 podrian
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generar una pérdida de afinidad por su receptor, lo cual podria ocurrir teniendo
en cuenta que el residuo 855 se encuentra en la regidn que se describe como
importante para la interaccidn del virus con la membrana.

Teniendo en cuenta todos los antecedentes aqui presentados, consideramos que
el estudio de esta variante del VPPC podria ser productivo en varios sentidos. En
primer lugar, determinar su capacidad de inducir una respuesta de proteccion
temprana contra la infeccidén por el virus validaria su utilizacién en contextos en
donde el control de la enfermedad esta siendo un problema. Por otro lado, el
analisis in vitro de su proceso de entrada, enfocado en la utilizacion de CDA46,
contribuiria a evaluar si las mutaciones implicadas en su atenuacion podrian
explicar el por qué variantes atenuadas emplean mecanismos de ingreso
diferentes. La relacidn entre la atenuacion viral y los mecanismos de entrada
constituye una herramienta eficaz para el disefio de variantes atenuadas que
puedan ser utilizadas como vacunas. Finalmente, el contar con la secuencia de
esta variante permitira analizar, a través herramientas bioinformaticas, los
resultados obtenidos luego de los analisis in vitro en busca de patrones que

expliquen lo observado.
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2. HIPOTESIS

“La variante Thiverval induce proteccion temprana contra la infeccion por el VPPC

y emplea mecanismos de entrada a la célula independientes de CD46”
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la capacidad de proteccion temprana de la variante Thiverval del virus de

la Peste Porcina Clasica y el rol de CD46 durante su entrada a la célula.

Objetivos Especificos:

1- Evaluar la capacidad de proteccion temprana de la variante Thiverval del VPPC

frente al desafio con la variante Margarita, forma severa del virus, luego de 5 post

vacunacion.

2- Evaluar el rol in vitro del receptor CD46 durante la entrada variante Thiverval

a la célula.

3- Evaluar mediante analisis in silico la influencia de las mutaciones de Thiverval

en la interaccion con el receptor CD46.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales
4.1.1 Proteinas
4.1.1.1 Proteinas recombinantes
e |IFN-a (PBL Biomedical Laboratories, Piscataway, New Jersey)
e Patron de peso molecular AccuRuler RGB Plus (MaestroGen, EE. UU.)

e Patron de peso molecular de ADN 1kb (New England Biolabs, EE. UU.)

4.1.1.2 Enzimas

Endonucleasas de restriccion y modificacion: Las endonucleasas de restriccion y
las enzimas de modificacién (T4 Ligasa, Fosfatasa Antartica, PNGasa F y ADN
Polimerasas) utilizadas en este trabajo se adquirieron a través de New England

Biolabs (Inglaterra) y fueron utilizadas segun las recomendaciones del fabricante.

4.1.1.3 Anticuerpos

e Anticuerpo monoclonal anti polihistidina producido en ratén (BioLegend, EE.

uu.).
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e Anticuerpo anti-IgG de raton conjugado a Alexa-Fluor 680 producido en cabras
(Jackson ImmunoResearch, EE. UU.).

¢ Anticuerpos monoclonales K9 y F17 anti IFN-a porcino producidos en cabras
(PBL Biomedical Laboratories, Piscataway, New Jersey)

e Anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a HRP producido en cabras (Jackson
Immunoresearch, EE. UU.)

e Anticuerpo anti-lgG de cerdo conjugado a HRP producido en cabras
(ThermoFisher Scientific, EE. UU.)

e Suero porcino anti PPC obtenido de animales infectados con el virus en
experimentos previos desarrollados en el Centro de Investigacion en Sanidad
Animal del Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (IRTA-

CReSA), Espania.

4.1.2 Cepas bacterianas

e Escherichia coli, cepa Top10 (Life Technologies, EE.UU.): F— mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK A rpsL(StrR) endA1 nupG. Cepa bacteriana utilizada para la

amplificacion de plasmidos.
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4.1.3 Acidos nucleicos

4.1.3.1 Plasmidos

e pEntry _CD46porc: vector construido en nuestro laboratorio para la expresion
de la porcion extracelular de la proteina CD46 porcino (rCD46his porcino). La
construccion incluye el gen que codifica para CD46, un sitio IRES y el gen que
codifica para la Proteina Fluorescente Verde, (GFP; del inglés, Green
Fluorescense Protein), en ese orden. Ademas, el gen de rCD46porc se
encuentra en el mismo marco de lectura de la cola 6xHis. Se realizé el
clonamiento del gen codificante para la porcion extracelular de CD46 porcino
(residuos 45 a 330 de UniProt 002839) en el vector pPCMV6-Entry-FSH-(ht)Lgl

entre los sitios de restriccion Nhe |y Hpa I.

4.1.4 Lineas Celulares.

PK15: células de rifion de cerdo (ATCC, CCL-33) libres de pestivirus. Linea
celular utilizada para la produccion y titulacion viral, y los ensayos de
neutralizacion.

CHO-K1: células de ovario de hamster chino (ATCC, CCL-61). Linea celular

utilizada para la expresion de la proteina recombinante.

4.1.5 Antibiéticos
« Ampicilina (US Biological, EE. UU.).

« Kanamicina (Merck, Alemania).
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« Cloranfenicol (Sigma, Alemania).
« Tetraciclina (Sigma, EE. UU.).

« Estreptomicina (Merck, Alemania).

4.1.6 Medios de cultivo.

e Medio LB: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl.

e Medio LB Agar: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 15 g/L
agar.

e 2xYT: 16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl.

e Medios de crecimiento: RPMI-1640 o DMEM high glucose suplementados con
10% (v/v) suero fetal bovino.

¢ Medio de congelacién: RPMI-1640 suplementado con 40% (v/v) de suero fetal
bovinoy 10% (v/v) DMSO.

Los medios RPMI-1640 y DMEM vy el suero fetal bovino fueron adquiridos a traves

de Biological Industries (EE. UU.).

Los reactivos quimicos y componentes microbiologicos utilizados en la

preparacion de los medios de cultivo se obtuvieron de las companias Becton,

Dickinson and Company (EE. UU.), Merck (Alemania) y Sigma (Alemania).
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4.1.7 Animales

e Ratones C57 machos de 25-28 g, entre 8 y 10 semanas de edad y libres de
anticuerpos contra el VPPC u otro pestivirus. Los animales se emplearon
para la obtencion de suero hiperinmune contra la proteina rCD46his porcino.

e Cerdos (Sus Scrofa) machos de 6 semanas de edad, fueron comprados en
Espafia a una granja comercial libre de Pestivirus. Los animales se
emplearon para la evaluacién de la respuesta clinica e inmunolégica contra
las variantes Thiverval y Margarita del VPPC.

Los ratones se manipularon acorde a las normas establecidas y aprobadas por

el comité de bioética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UdeC.

La manipulacion de los cerdos y toda la actividad experimental asociada fue

realizada de acuerdo con las regulaciones espafnolas y europeas vigentes y las

aprobadas por el Comité de Etica de la Generalitat de Catalonia, Espafia (nimero

de proyecto 10908). Ademas, se realizé una solicitud de seguimiento al comité

de bioética de la Universidad de Concepcion.

4.1.8 Virus

e Cepa Margarita VPPC: genotipo 1.4, usada en Cuba desde 1965 en los
estudios de evaluacion de potencia de vacunas. La cepa induce los sintomas
clinicos asociados a la forma severa de la enfermedad. Se utilizo en el

desafio, la neutralizacion y los ensayos de bloqueo de la infeccion in vitro.

32



Cepa Alfort/187: genotipo 1.1, donacion del laboratorio europeo de referencia

para la Peste Porcina Clasica (EURL; del inglés, EU Reference Laboratory),

Hanover, Alemania. Se empleo en el ensayo de neutralizacion.

Cepa Thiverval: (Coglapest®, CEVA, Santé Animale, France), genotipo 1.1,

cepa vacunal atenuada disponible comercialmente. Se empledé en la

vacunacion y en el ensayo de bloqueo de la infeccidn in vitro.

4.1.9 Reactivos quimicos y materiales

Acetona (Diprolab, Chile)

Acido acético (Merck, Alemania)

Acido acético glacial (Merck, Alemania)

Acido clorhidrico (Merck, Alemania)

Acido sulfarico (Merck, Alemania)

Acido tricloroacético (Merck, Alemania)

Acrilamida (Merck, Alemania)

Agarosa (Lonza, EE. UU.)

Albumina de suero bovina (BSA) (Merck, EE. UU.)
Amicon Ultra-15 30 kDa (Merck, Alemania)

Azul de bromofenol (Merck, Alemania)

Azul de Coomassie brillante R250 (Merck, Alemania)

Bisacrilamida (Merck, Alemania)
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Bromuro de etidio (Merck, Alemania)

Chelating Sepharose Fast Flow

Cloroformo (Winkler, Chile)

Columna HiTrap® Desalting Columns (Sigma-Aldrich)

Columna HiTrap® Protein A (GE, EE. UU.)

Cubetas de electroporacion de 2 mm (Biorad, EE. UU.)
Desoxicolato de sodio (Merck, Alemania)

Discos de Ultrafiltracion de 30 kDa (Millipore Corporation, EE. UU.)
Etanol absoluto (Merck, Alemania)

Filtros de 0,22 um, filtros de 0,45 pm (Jet Biofil)

G418 Geneticin® (ThermoFisher Scientific, EE. UU.)

Glicerol (Calbiochem, Alemania)

Glucosa (Merck, Alemania)

Isopropanol (Merck, Alemania)

Membrana de Nitrocelulosa, Amersham Protran 0,2 yum, 300 mm x 4 m (GE
Healthcare Life Science, Alemania)

Metanol (Merck, Alemania)

Montanide ISA61 (Seppicc, Francia)

OPD (o-Fenilendiamina) (Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU.)
Paraformaldehido 4% (PFA) (ThermoFisher Scientific, EE. UU.)

Pentobarbital (Merck, Alemania)
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e Perdxido de hidrogeno (Merck, Alemania)

e Placas de cultivo: placas de 100 mm, placas de 12 pozos, placas de 24
pozos, placas de 6 pozos, placas de 96 pocillos (todas de Corning, EE. UU.).

e Polietilenimina, branched Mw 25000 (Sigma, Alemania)

e Portaobjetos, Laminillas cubreobjetos (Marienfeld)

e Sales: Persulfato de Amonio, Tris, Glicina, NaCl, KCI, Na2HPO4, KH2PO4,
NH4Cl, MgSO4, CaCl2, MgCI2, EDTA, NaOH, KAc, Citrato trisddico
dihidratado (todas de Merck, EE. UU.).

e SDS (Calbiochem, Alemania)

e Suero fetal bovino (SFB) (Biological Industries, EE. UU.)

e Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Merck, Alemania)

e Tripsina (Merck, EE. UU.)

e Tritén X-100 (Merck, EE. UU.)

e Tubos Amicon® Ultra 3 y 10 kDa (Merck Millipore, Alemania)

e Tween-20 (Sigma, EE. UU.)

e [3-Mercaptoetanol (Sigma, Alemania)

4.1.10 Soluciones
4.1.10.1 Soluciones para extraccion y purificacion de ADN plasmidico
e Solucion I: 50 mM Glucosa, 25 mM Tris-Cl pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 0,1

mg/ml RNasa A.
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Solucién 1I: 0,2 M NaOH, 1% (p/v) SDS.
Solucién Ill: 5 M Acetato de potasio, Acido acético glacial.

Cloroformo, Isopropanol, Etanol absoluto.

4.1.10.2 Soluciones para electroforesis de ADN

Tampén TAE: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM acido acético.

Tampdén de carga ADN 6x: 30% (v/v) Glicerol y 0.25% (p/v) Azul de
bromofenol.

1% Bromuro de etidio en agua.

Agarosa.

Marcador de peso molecular de ADN 1kb.

4.1.10.3 Soluciones para electroforesis de proteinas

30% (p/v) Acrilamida, 0,8% (p/v) Bisacrilamida
1,5 M Tris-HCI pH 8,8.

0,5 M Tris-HCI pH 6,8.

10% (p/v) SDS.

10% (p/v) Persulfato de amonio.

TEMED.

Desoxicolato de sodio 0,15% (p/v)

Acido tricloroacético 76% (p/v)
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Tampon de corrida: 25 mM Tris, 192 mM Gilicina, 0,1% (p/v) SDS.
Tampodn de carga 6X con B-Mercaptoetanol (Condicién desnaturante y
reductora): 10% (p/v) SDS, 0,6% (v/v) B-Mercaptoetanol, 0,012% (p/v) azul
de bromofenol, 0,35 M Tris, 30% (v/v) glicerol.

Tampdn de carga 6X (Condicion desnaturante y no reductora): 10% (p/v)
SDS, 0,012% (p/v) azul de bromofenol, 0,35 M Tris-Cl, 30% (v/v) Glicerol.
Patron de peso molecular AccuRuler RGB Plus.

Solucién de tincion Azul de Coomassie: 0.25% (p/v) Azul de Coomassie
brillante R250, 10% (v/v) acido acético, 45% (v/v) Metanol.

Solucién de destincion: 5% (v/v) metanol, 7% (v/v) acido acético.

4.1.10.4 Soluciones para Western Blot

Tampodn de transferencia: 48 mM Tris, 39 mM Gilicina, 0,037% (p/v) SDS,
20% (v/v) Metanol.

TBS: 3,0 g/L Tris, 8,0 g/L NaCl, pH 7,6.

Solucién de bloqueo: 5% (p/v) leche descremada en TBS.

Rojo Ponceau: 0,1% (p/v) Rojo Ponceau en 5% (v/v) acido acético.
TBS-T: TBS con 0,1% (v/v), Tween-20.

Membrana Nitrocelulosa (Amersham Protran, Sigma, Alemania) 0,2 ym,

300 mm x4 m.
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4.1.10.5 Soluciones para cromatografia de afinidad a iones metalicos
e NiSO4 200 mM.

e Imidazol.

4.1.10.6 Soluciones para inmunoensayo

e Tampdn de recubrimiento: 2,93 g/l NaHCOS3; 1,52 g/l Na2CO3.

e PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2POA4.

e PBS-T: PBS con 0,1% (v/v) Tween-20 (Sigma, EE. UU.).

e Tampon sustrato (peroxidasa): 29,4 g/l Citrato trisédico dihidratado, pH 4,5
ajustado con HCI.

e Solucion de revelado: mezcla de 5 mg de OPD (o-Fenilendiamina), 12,5
ml de tampon sustrato, 5 pl de 30% perdxido de hidrégeno.

e Solucién de parada: 2,5 M Acido sulftrico.

4.1.10.7 Soluciones para transfeccion celular
e Solucion de transfeccion: Polietileninimia branched Mw 25000; 0,8 mg/ml

en H20.

4.1.10.8 Soluciones para purificacion de suero hiperinmune
e Fosfato de Sodio 20 mM pH 7

e Citrato de Sodio 0,1 M pH 3
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Tris-HCI 1 M pH 9

4.1.10.9 Soluciones para ensayo de Inmunoperoxidasa en Monocapa

PBS-T: PBS 1X- Tween-80 0,05%

Solucion Stock: NN Dimetilformamida 15ml + 0,1g (3-amino-9-
Ethylcarbazol) (AEC)

Tampodn sustrato: 1L H20; 4,101 g CH3COONa x 3H20, pH=5.0; 1M Ac.

Acético

4.1.11 Kits comerciales

E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit Il (Omega Bio-Tek, EE. UU.), kit utilizado para
purificar ADN plasmidial desde bacterias.

E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega-Biotek, EE. UU.), kit utilizado para
purificar ADN plasmidial desde gel de agarosa.

E.ZN.A® Cycle Pure Kit (Omega-Biotek, EE. UU.), kit utilizado para
purificar productos de PCR.

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, EE.UU.).

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, EE. UU.), kit
utilizado para la cuantificacion de proteinas totales.

IDEXX CSFV Ag Serum Plus (IDEXX Laboratories, Liebfeld, Switzerland),
kit utilizado para la deteccion de anticuerpos contra la E2 del VPPC en

suero.
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pigtype© CSFV Erns Ab (Quiagen, Leipzig, Alemania), kit utilizado para la
deteccion de anticuerpos anti Erns en suero.
IndiMag® Pathogen (Indical bioscience, Leipzig, Germany) kit utilizado

para la extraccion de ARN viral.

4.1.12 Equipos

Agitador magnético con placa calefactora MSH-20A (Daihan Scientific
Co.Ltd., Corea).

Agitador Orbital SHO-1D (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems (ThermoFisher
Scientific, EE.UU.)

Bloque térmico MaXtable H10-Set (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).
Cabina de Flujo Laminar AVC-4D1 (ESCO Technologies, Inc., Singapur).
Centrifuga refrigerada 3K20 (Sigma, Alemania).

Centrifuga Rotina 380 (Hettich, Alemania)

Centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (ThermoFisher Scientific, Alemania).
Centrifuga Sorvall RC6 plus (ThermoFisher Scientific, Alemania).
Electroporador Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, EE. UU.).

Equipo de Trasferencia semi-humeda Trans-Blot SD Cell (Bio-Rad, EE.
uu.).

Equipo foto-documentador Odyssey (LI-COR Biosciences, USA).

Equipo purificador de agua Maxima SC (ELGA, Bélgica).
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Fuente de poder EV 202 (Consort, Bélgica).

Fuente de poder PowerPac™ Basic (Bio-Rad, Singapur).

Incubador de placas de pozo profundo TS-DW (BioSan, Letonia)
Incubador digital SWIG-50 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Incubador digital WIS-20 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Lector de microplacas multimodo Synergy HTX (BioTek, EE. UU.).
Mezclador Vortex VM-10 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Microscopio de fluorescencia Floid™ Cell imaging station (Life
Technologies, EE. UU.).

Sistema de Cromatografia AKTA™ Start (GE Healthcare Bio-Sciences,
Suecia).

Tanque de Nitrogeno 8207 (ThermoFisher Scientific, EE. UU.)
Transiluminador UV WUV-L10 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea)

Unidad de diafiltracion XFUF07601 (Millipore Corporation, EE. UU.)

4.2 Métodos

4.2.1 Métodos generales de analisis y manipulaciéon de ADN

Las técnicas generales de biologia molecular, tales como la preparacion de

células competentes, transformacidn genética, purificacion de plasmidos,

digestién con endonucleasas de restriccion, ligazon y electroforesis en geles de
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agarosa, se llevaron a cabo segun los protocolos descritos en el libro Molecular
Cloning: A laboratory Manual [139]. Las variaciones particulares introducidas a

cada técnica se describen en las secciones correspondientes.

4.2.2 Métodos generales de cultivo celular
Las técnicas basicas de cultivo celular, tales como descongelacion, propagacion
y congelacion, se llevaron a cabo siguiendo los protocolos descritos en el libro

Cell Culture Basics Handbook [140].

4.2.3 Métodos generales empleados en los ensayos de inmunizacion y reto

4.2.3.1 Evaluacion clinica de los animales

Se emplearon 23 cerdos de 6 semanas de edad, libres de anticuerpos contra el
VPPC u otro pestivirus. Los animales se distribuyeron al azar en 4 grupos, se
alimentaron una vez al dia y pudieron beber ad libitium.

Veterinarios entrenados monitorearon a los animales y les midieron la
temperatura rectal diariamente comenzando en el dia de la vacunacién y hasta
el final del experimento. A cada animal se le asign6é un puntaje entre 0 y 6 de
acuerdo con el estado clinico y segun lo descrito previamente por [141, 142],
donde: 0, sin signos; 1, fiebre moderada; 2, signos clinicos leves a moderados;
3, signos clinicos moderados; 4, signos clinicos moderados a severos; 5, signos

clinicos severos; 6, muerte.
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4.2.3.2 Diseio experimental y procedimiento de toma de muestras

Se trabajé con 4 grupos experimentales: grupo A (animales 1-7), grupo B
(animales 8-13), grupo C (animales 14-18) y grupo D (animales 19-23). Luego de
un periodo de aclimatacion, los grupos Ay C fueron inmunizados con 2 mL (4x103
Unidades Formadoras de Placas, UFP) de la vacuna basada en la variante
Thiverval a través de inyeccion intramuscular en el cuello, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La inmunizacion de estos grupos tuvo lugar con 16
dias de diferencia de modo tal que cuando tuviera lugar el desafio hubieran
transcurrido 21 y 5 dpi para los grupos Ay C, respectivamente. Los animales del
grupo B fueron inoculados con PBS estéril al momento de la vacunacion del grupo
A'y colocados junto a estos 24 horas despues, sirviendo de grupo contacto para
monitorear la transmisibilidad del virus vacunal. Los animales del grupo D, fueron
tratados como control de infeccion e inoculados también con PBS al momento de
la vacunacion del grupo C, pero mantenidos en un cubiculo independiente
(Figura 3).

Para evaluar la transmisibilidad y replicacidn del virus vacunal en tejidos, 1 animal
del grupo A y dos animales del grupo B fueron eutanasiados a los 21 dias post
vacunacion, y se colectaron muestras provenientes de las amigdalas, el timus, el
bazo y los linfonodos mesentéricos.

A los 21 post vacunacion del grupo Ay 5 dias post vacunacion del grupo C, los 4
grupos experimentales fueron sometidos a un desafio mediante inyeccion

intramuscular en el cuello con 10° TCID de la cepa Margarita del VPPC.
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Figura 3. Diseiio experimental.

Las muestras provenientes del suero y exudados nasal y rectal fueron colectadas

el dia de la vacunacion para todos los grupos, y los dias 4, 7 y 14 post vacunacion

para los grupos A y B. También se realizé el muestreo en el dia del reto, y los

dias 4, 10 y 13 post reto para todos los grupos experimentales. Los animales

fueron eutanasiados antes del final del experimento por razones éticas cuando

estos mostraron postracion o alcanzaron un puntaje clinico 25. Al dia 13 post

reto, el ensayo fue concluido y todos los animales sobrevivientes fueron

eutanasiados y se colectaron muestras provenientes de las amigdalas, el timus,
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el bazo y los linfonodos mesentéricos. Para la eutanasia se empled una
sobredosis de Pentobarbital de 60-10 mg/kg de peso, la cual fue administrada a
través de la vena yugular de acuerdo con las directrices europeas. El experimento
se realiz6 de acuerdo con las regulaciones espariolas y europeas vigentes, y fue
aprobado por el Comité de Etica de la Generalidad de Catalufia, Espafia, bajo el

proyecto experimental numero 10908.

4.2.4 Determinacion de los niveles de IFN-a en suero mediante ELISA

La concentracion de IFN-a en suero fue determinada mediante test ELISA
desarrollado y validado en el IRTA-CReSA, segun [143]. Se emplearon los
anticuerpos monoclonales (K9 y F17) e IFN-a recombinante (PBL Biomedical
Laboratories, Piscataway, New Jersey, EE. UU.). El valor de corte del ensayo fue
calculado como el promedio de la densidad 6ptica de los controles negativos (el
blanco y el suero negativo antes de la inmunizacién) mas 3 desviaciones
estandar. Las concentraciones de las citoquinas en el suero fueron determinadas
empleando una curva de regresion lineal construida a partir de las densidades
opticas de los estandares empleados. Se analizaron muestras de suero
obtenidas el dia de la vacunacion para todos los grupos y los dias 4, 7 y 14 post
vacunacion para los grupos A y B. También se evaluaron muestras de suero en

el dia del reto y los dias 4, 7, 10 y 13 post reto de los 4 grupos experimentales.
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4.2.5 Evaluacion de la respuesta humoral contra las proteinas E2 y Erns del
VPPC y determinacion del titulo de anticuerpos neutralizantes

Los titulos de anticuerpos especificos contra la proteina E2 del VPPC fueron
determinados en las muestras de suero empleando el kit Elisa comercial IDEXX
Ag Serum Plus, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
incubaron las placas recubiertas con antigeno E2 en presencia del suero de los
animales. Luego de la incubacion y lavado, se afiadio a cada pocillo el conjugado
(anticuerpos monoclonales anti E2 conjugados a HRP). El revelado se realizo
empleando TMB. El desarrollo de color es débil (resultado positivo) cuando en la
muestra existen anticuerpos especificos contra E2, mientras que es maximo
(resultado negativo) en ausencia de anticuerpos especificos. El porcentaje de

bloqueo es calculado a partir de la siguiente férmula:

o = NCX Abs — Sample Abs 100
. NCX Abs *

Donde:

NC: negative control; Abs: Absorbancia a 450 nm; Sample: muestra.

Valores por debajo del 30% fueron considerados negativos, entre el 30 y el 40%
dudosos, y mayores del 40% positivos, de acuerdo a lo estipulado por el

fabricante.
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La respuesta de anticuerpos contra la proteina Erns se evalué empleado el
ensayo de anticuerpos anti Erns VPPC pigtype®©. Los resultados se calcularon
de acuerdo con la formula:

_ 0D (m) — 0D X(neg)
S/P = OD X(pos) — OD X(neg)

Donde:

OD: Optical density (densidad 6ptica); m: muestra; pos: control positivo; neg:
control negativo.

Valores de S/P por debajo de 0,3 se consideraron negativos, entre 0,3 y 0,5
dudosos, y mayores de 0,5 positivos.

La respuesta de anticuerpos neutralizantes contra las cepas Alfort/187 vy
Margarita se determiné mediante el ensayo de neutralizacion ligado a peroxidasa
(NPLA; del inglés, neutralization peroxidase linked assay) [144]. Brevemente,
diluciones seriadas en base 2 de los sueros de los animales inactivados a 56°C
fueron mezclados con igual volumen (50 pL) de 100 TCIDso de cada variante viral,
por separado. Las mezclas fueron incubadas a 37°C durante 1 hora y
posteriormente incubadas junto al mismo volumen de células PK-15 (2,5x10°
células/mL) en placas de 96 pocillos. Se incluyeron como controles cada virus
titulado empleando diluciones seriadas en base 10 y 8 pocillos por dilucion y la
titulacion del suero hiperinmune empleado en la deteccion de la infeccion. A las
72 horas post-infeccion, las células fueron fijadas y tefidas para detectar el VPPC

mediante inmunohistoquimica con suero anti-PPC diluido 1/100 y luego anti-IgG
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porcino conjugado a HRP diluido 1/500. El analisis de la infeccion se realizé al
microscopio. Los titulos de neutralizacion se expresaron como la dilucién
reciproca de suero que neutraliza 100 TCID de Alfort/187 o Margarita en el 50%

de las réplicas en cultivo (8 réplicas por dilucion de suero).

4.2.6 Deteccion del ARN del VPPC

Se extrajo el ARN viral de las muestras de suero, exudados nasal y rectal y tejidos
empleando el kit IndiMag® Pathogen de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Se emplearon un ensayo de RT-qPCR en tiempo real para la
deteccion especifica de la cepa Margarita, desarrollado y validado en el IRTA-
CReSA [145]. Las muestras fueron consideradas negativas cuando la
fluorescencia fue indetectable y positivas cuando los valores umbrales del ciclo
(Ct; del inglés, Cycle threshold) fueron iguales o menores que 40. La carga de
ARN viral fue definida como alta (Ct menor que 23), moderada (Ct entre 23 y 28)

o baja (Ct mayor de 28), de acuerdo con lo descrito previamente [146].
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4.2.7 Diseino, sintesis y generacion del vector de expresion pEntry-
CD46porc

4.2.7.1 Disefio y sintesis de la secuencia codificante del dominio
extracelular de la proteina CD46 porcino

La secuencia correspondiente al dominio extracelular de la proteina CD46
porcino fue obtenida de la base de datos UniprotKB (numero de acceso: 002839
(MCP_PIG). La empresa GenScript sintetiz6 la secuencia en el vector de

expresion pCl-neo para generar el vector pCl-neo-CD46.

4.2.7.2 Generacion del vector de expresion pEntry-CD46porc

El fragmento codificante de CD46 porcino se extrajo del vector pCl-neo-CD46
mediante digestion enzimatica con las endonucleasas de restriccion Ncoly Smal.
El fragmento resultante de la digestion se tratd con el fragmento Klenow de la
polimerasa | para generar un extremo romo a partir del extremo 5' protuberante
producido por la endonucleasa Ncol. Este ultimo fragmento de ADN tratado se
cloné en el vector pCMV6-Entry-FSH(ht)-Lgl(1), previamente digerido con las
endonucleasas Nhel y Hpal. Los clones recombinantes derivados de este paso
de clonacion se detectaron mediante analisis de restriccion con las enzimas Sacl,
Hincll 'y Smal. En el vector pEntry-CD46porc resultante, el gen CD46 porcino

quedo insertado bajo el control del promotor CMV.
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4.2.8 Expresion de la glicoproteina rCD46his porcino en sobrenadante de
cultivo celular

4.2.8.1 Transfeccion transiente de células CHO-K1 con el vector pEntry-
CD46

Se sembraron células CHO-K1 en placas de cultivo de 6 pocillos con medio de
crecimiento y se incubaron a 37°C y 5% COz2 hasta que las células alcanzaron
una confluencia del 70%. Las transfecciones se realizaron por ftriplicado,
empleando por cada pocillo 1 ug del vector pEntry_CD46porc, previamente
linealizado con la enzima Agel y utilizando PEI, en una relacién DNA:PEI| de 1:1.
El proceso de transfeccion se ejecutd de acuerdo a lo establecido por Longo, P.
A.y col [147], y se tom6 como criterio de transfeccion la expresion de GFP en un

microscopio de fluorescencia (Olympus, Japon) con una magnificacion de 100X.

4.2.8.2 Seleccion y amplificacion de clones estables

Trascurridas 24 horas desde la transfeccion, se tripsinizaron las células y el
contenido de cada pocillo fue amplificado a 3 placas de 100 mm, conteniendo
medio de crecimiento y G418 a una concentracion de 500 ug/mL. Las placas
fueron incubadas durante 3 semanas y el medio fue renovado cada 5 dias. Las
células establemente transformadas lograron sobrevivir a la incubacion en
presencia de G418. Finalmente, las células fueron seleccionadas mediante
citometria de flujo, de acuerdo con la intensidad de GFP. Se incubaron placas de

96 pocillos, conteniendo una célula unica, luego del proceso de seleccion, hasta
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alcanzar confluencia celular del 90%. Aquellos pocillos en donde los clones
generados poseian una alta intensidad de fluorescencia fueron amplificados en
placas de 100 mm y congelados una vez se alcanzo la confluencia, hasta iniciar

la produccién.

4.2.8.3 Produccioén de la glicoproteina rCD46his porcino recombinante en
sobrenadante de cultivo

Los clones establemente transformados se descongelaron y se sembraron en
placas de 150 mm hasta alcanzar confluencia. Las placas se lavaron
exhaustivamente con PBS para retirar todo el suero que pudiera quedar. Para
iniciar la produccién se anadid medio de crecimiento nuevo sin suero y se
incubaron las placas durante 72 horas. Transcurrido ese tiempo se colect6 el
medio de cultivo, el cual se conservd a -80°C hasta su purificacion. Las células
se incubaron por 24 horas con medio de crecimiento para recuperarlas y
posteriormente se inicid un nuevo proceso de produccion. Cada placa rindié 3

procesos productivos.

4.2.9 Purificacion de rCD46his porcino

La proteina fue purificada por cromatografia de afinidad a ion metalico niquel
desde el sobrenadante de cultivo utilizando el sistema de cromatografia AKTA
Start. Al sobrenadante de cultivo conteniendo rCD46his porcino se le ahadié

Imidazol hasta obtener una concentracion final de 5 mM. El sobrenadante se
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aplico en una columna empaquetada con la matriz Chelating Sepharose Fast
Flow, previamente cargada con sulfato de niquel y equilibrada con PBS 1X e
Imidazol 5 mM. Durante la corrida se mantuvo un flujo de 0,2 mL/min y una vez
concluido el pase de la muestra se realizé un paso de lavado con Imidazol 20 mM
en PBS 1X a un flujo de 0,5 mL/min. La elucién se realizé empleando diferentes
concentraciones de Imidazol: 40, 80 y 250 mM, en PBS 1X. Finalmente, los

eluatos fueron analizados mediante electroforesis de proteinas SDS-PAGE.

4.2.10 Métodos para el analisis de la proteina rCD46his porcino

4.2.10.1 Métodos generales de analisis y manipulacion de proteinas

Los métodos comunes para el analisis y manipulacién de proteinas, tales como
la precipitacion de proteinas, electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y
Western Blot, se realizaron siguiendo los protocolos descritos en el libro The

Protein Protocols Handbook [148].

4.2.10.2 Concentracion y diafiltracion de muestras de proteinas

Las muestras de proteinas purificadas fueron concentradas utilizando una unidad
de diafiltracion Millipore con membranas de tamafo de poro de 30 kDa. Para este
procedimiento, la muestra de proteina fue afiadida a la unidad y se completo6 el
volumen con Buffer Fosfato 0,05 M, pH 7,4. Se aplico una presion de entrada

inferior a los 90 psi y se afnadieron durante el proceso hasta 8 volumenes de
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Buffer Fosfato. La proteina fue concentrada a través de centrifugaciones
sucesivas de 25-40 minutos a 3900 g a 4°C, empleando Amicon Ultra-15 de 30
kDa hasta un volumen final de 5 ml. La muestra obtenida fue cuantificada,

alicuotada y almacenada a -20°C o -80°C.

4.2.10.3 Cuantificacion de proteinas totales
La cuantificacion de proteinas totales fue realizada utilizando el kit Pierce BCA
Protein Assay y se procedio a cuantificar las muestras segun el protocolo para

microplacas descrito por el fabricante empleando curva estandar de BSA.

4.2.10.4 Determinacion de nivel de pureza y concentraciéon de rCD46his
porcino
La imagen digital de electroforesis de la proteina purificada se analiz6 con el

programa ImagedJ para determinar la pureza mediante densitometria.

4.2.11 Obtencion y analisis de suero hiperinmune contra la proteina
rCD46his porcino

4.2.11.1 Inmunizacion de ratones

La formulacion para la inmunizacion se realizé mezclando 1,2 mL de proteina
rCD46his porcino (100 ug/mL) con igual volumen de adyuvante Montanide ISA61,
para formular las 5 dosis a emplear y 1 dosis adicional para compensar las

pérdidas a causa de la viscosidad de las emulsiones. La mezcla se emulsificd
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hasta lograr un liquido blanco, medianamente viscoso. Ratones macho C57

recibieron 3 inmunizaciones, por via intradérmica, los dias 0, 21 y 35 del estudio.

4.2.11.2 Procedimiento de toma de muestras

Se realizé una extraccién de sangre del plexo retro-orbital de los animales el dia
35 del estudio para evaluar la generacion de anticuerpos antiCD46 conforme a lo
que se describe en el siguiente acapite. El dia 42 se realizd la puncién
intracardiaca de los animales y finalmente fueron sacrificados. En ambos casos
las muestras de sangre obtenidas en ausencia de anticoagulante se mantuvieron
a 25°C durante 2 h para conseguir su adecuada coagulacion. Posteriormente se
centrifugaron a 1500 g durante 15 min para separar el suero, el cual se conservo

a -20°C hasta el momento del analisis.

4.2.11.3 Inmunoensayo de evaluacion de reconocimiento de rCD46his
porcino por suero hiperinmune

Se recubrieron pocillos de placas high binding con 100 yL de rCD46his porcino a
concentracion 10 ug/mL en tampén de recubrimiento, se incubé toda la noche a
4°C en camara humeda. La solucion de recubrimiento fue eliminada, se realizo
un lavado con 200 uL por pocillo de PBS, y se bloquearon los pocillos con leche
descremada 5% (p/v) en PBS (200 uL/pocillo) durante 2 horas a 37°C. A
continuacion, se elimind la solucion de bloqueo, y se afiadieron las muestras de

suero (100 pL/pocillo) preparadas en PBS-T en diferentes diluciones. Se incubo
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a 37°C por 1 hora, y se realizaron 3 lavados con PBS-T (200 uL/pocillo). Se
anadio 100 uL/pocillo de anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a HRP a dilucion
1:5000 y se incub6 a 37°C por 1 hora. Luego, se realizaron 4 lavados con PBS-
T, se afiadié solucidon de revelado (100 pL/pocillo) y se incubd en oscuridad de
10-20 minutos. La reaccion se detuvo por adicién de acido sulfurico 2.5 M (50

uL/pocillo) y se realiz6 la lectura de D.O. a 492 nm.

4.2.11.4 Purificacion de suero hiperinmune anti rCD46his porcino

Para la purificacion del suero hiperinmune antirCD46his porcino se unificaron los
sueros obtenidos de los ratones y se hizo una dilucién 1:2 de la mezcla en PBS
1X pH 7.4. La purificacion se realizo utilizando el sistema de cromatografia AKTA
Start con columnas HiTrap® Protein A siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Se mezclaron los sueros de los ratones y el suero resultante se diluyo
en PBS 20 mM pH 7.4 hasta volumen final 5 ml. La elucién se realiz6 empleando
buffer Citrato de Sodio 0,1M pH 3 y el eluato fue inmediatamente neutralizado
con Tris-HCI 1 M pH 9. El eluato fue concentrado en Amicon Ultra-15 a volumen
final 2 ml y desalinizado en columna de Desalting HiTrap® Desalting Columns.
Se realizo la cuantificacion de proteinas totales y el suero fue analizado por SDS-

PAGE y Western Blot.
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4.2.11.5 Determinacion del efecto de bloqueo de la infeccion viral en
presencia de suero hiperinmune antiCD46 porcino

Para determinar el efecto de bloqueo de la infeccidn viral del suero hiperinmune
anti rCD46his porcino, el dia anterior al experimento se sembraron 2x10° células
PK15 en placas CorningTM CostarTM Flat Botom a 37°C y CO2 5%. Luego de
haberse formado una monocapa, se incubaron las células durante 1 hora con las
diluciones 1:20, 1:40, 1:80 y 1:160 del suero hiperinmune antiCD46.
Posteriormente, se infectaron las células con las variantes virales Thiverval o
Margarita a una MOI de 0,01 durante 72 horas. Como controles del experimento
se emplearon células infectadas directamente (control positivo) o células no
infectadas (control negativo). Transcurridas las 72 horas, las células fueron
lavadas con PBS 1X vy fijjadas a 80°C durante 3 horas para ser analizadas
mediante Ensayo de Inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA; del inglés,

Immunoperoxidase Monolayer Assay).

4.2.11.6 Ensayo de Inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA)

Las células se trataron con suero anti PPC, diluido 1:200 en PBS-Tween durante
1 hora, seguido de anticuerpo anti-lgG de cerdo conjugado a HRP. El revelado
se realiz6 empleando 100 mL de AEC, solucion stock y H20O2. Las células fueron
visualizadas en microscopio optico con una magnificacion de 40x. Para el analisis
de imagenes se contrataron los servicios del Centro de Microscopia Avanzada

(CMA) de la Universidad de Concepcién. Brevemente, la seleccion de las células

56



positivas se realiz6 manualmente aplicando un criterio fijjo de forma, visibilidad
del nucleo, color y visibilidad marcada en relacion de su entorno. A cada imagen
analizada se le aplicé un filtro de suavizado (gaussiano, de dos pixeles) para
reducir el nivel de ruido, ademas de una sustraccion de fondo para igualar las
intensidades. Se cuantifico el area representada por las células positivas con
respecto al area total en cada una de las imagenes analizadas. Se establecié
como 100% de infeccion el promedio de las cuantificaciones realizadas con el

control positivo.

4.2.12 Analisis matematicos y estadisticos.

Los analisis matematicos y estadisticos se realizaron utilizando el software
GraphPad Prism version 7.0. En analisis estadisticos se utilizé un valor de p
menor o igual a 0,05 como estadisticamente significativo.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS, version 15.0
(SPSS Inc., Chigago, IL, USA), y se empled “grupo” como unidad experimental.
La prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) fue elegida para comparar los valores
obtenidos de los puntajes clinicos, el ARN viral en el suero, las secreciones y
tejidos, y los niveles de IFN-a entre los grupos experimentales, Se utilizé un valor

de significancia p<0,05 en todo el experimento.
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4.2.13 Alineamiento de secuencias.
Todos los alineamientos de secuencias fueron realizados con el software
ClustalOmega, alojado en el servidor web del EBI

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo utilizando los parametros por defecto, a

excepcion cuando se usé para generar alineamientos para modelamiento
comparativo, donde se pidié formato PIR como resultado. Las secuencias de las
variantes virales utilizadas en los alineamientos fueron obtenidas de Genbank
con los correspondientes numeros de acceso: Thiverval (EU490425.1), Margarita

(AFP86048.1), Alfort/187 (X87939).

4.2.14 Modelamiento de estructuras de las proteinas CD46 y E2

El modelamiento de las porciones extracelulares de CD46 porcino y las
glicoproteinas E2 de las variantes Thiverval, Margarita y Alfort/187 del VPPC,
incluyd6 en primer lugar la busqueda de templados mediante BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) en el PDB (Protein Data Bank). Se
emple6 para CD46 su homéloga humana (PDB ID 308E con 48% de identidad
de secuencia), y para E2, una variante atenuada del virus usada como vacuna
(PDB ID 7EGY, con mas de un 90% de identidad). Posteriormente, las
secuencias a modelar fueron alineadas con aquellas correspondientes a las
proteinas templado usando el software ClustalOmega. Usando el alineamiento
previo y las coordenadas espaciales de las proteinas templado, se procedio a

realizar modelamiento comparativo con el software Modeller 10.2 [149] utilizando
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ademas un protocolo de simulated annealing para optimizar los elementos
conectores entre estructuras secundarias y las configuraciones de las cadenas
laterales. Finalmente, debido al alto grado de identidad entre las variantes de E2,
se decide realizar un paso adicional en el modelamiento, con el objetivo de poder
enfatizar cualquier diferencia estructural que no pudiera ser apreciada a través
del modelamiento comparativo. Para esto, las variantes de E2 fueron sometidas
a simulaciones de dinamica molecular (MD; del inglés, Molecular Dinamics) con
el objetivo de relajar y obtener estructuras en conformaciones energéticamente
mas favorables. Las MD fueron realizadas con el software Gromacs 2021.2 [150],
alojado en el Southern GPU Cluster de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad de Concepcién. El protocolo de MD implicé una minimizacién
energética, una MD de equilibrio del sistema, una MD de produccion de data de
100 ns, y posteriormente una nueva minimizacion energética para obtener las

estructuras de cada variante de E2.

4.2.15 Analisis de interaccion o docking proteina-proteina entre CD46 y E2
de las variantes Thiverval y Margarita

Para evaluar los complejos proteicos CD46-E2 de Thiverval y Margarita, se
utilizaron las estructuras terciarias referidas en la seccion 4.2.14. La region de
interaccidn entre las proteinas fue determinado elegida de acuerdo con lo
repostado en la literatura y descrito en la Introduccion utilizando el servidor

ClusPro 2.0 [151]. Por otra parte, el docking rigido se realizd con parametros
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estandar y de los modelos generados por el programa para cada complejo se
selecciond aquel con menor energia de formacion del complejo. La calidad de los
modelos generados fue analizada mediante ProSA [152] y la afinidad de unién
se determind mediante el servidor PRODIGY [153]. La visualizacion de los

modelos de docking se realizd con PyMOL v2.3.2 [154].

4.2.16 Modelamiento de la estructura tridimensional del complejo E1-E2 de
las variantes Thiverval y Margarita

Para la generaciéon de un modelo molecular del complejo formado por las
proteinas E1 y E2 de cada variante, las secuencias fueron modeladas
tridimensionalmente mediante el uso del servidor AlphaFold [155]. Los modelos

generados para cada variante se evaluaron mediante ProSA [152].

4.2.17 Analisis de potencial electrostatico de superficie

Las estructuras modeladas de las distintas variantes de E2 fueron analizadas
respecto a su potencial electrostatico de superficie, utilizando el software APBS
[156]. Para ello, las estructuras fueron sometidas en primer lugar a una
asignacion de estados de protonacion en el servidor PDB2PQR

https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pgr asumiendo un pH fisiolégico.

Posteriormente se realizo el analisis con el software APBS, alojado en su servidor

https://server.poissonboltzmann.org/apbs. Los resultados de potenciales
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electrostaticos de superficie fueron analizados y visualizados con el software

PyMol [154].

4.2.18 Creacion y analisis de imagenes
Las imagenes fueron analizadas y procesadas usando los programas ImageJ

(https://imagej.net), Image Studio Lite (https://www.licor.com/bio/image-studio-

lite/). Las imagenes de estructuras de proteinas y los analisis visuales fueron
realizadas con el software PyMol [154]. Esquemas y figuras fueron creados
utilizando la aplicacion BioRender (https://biorender.com) y el programa GIMP

version 2.10 (https://www.gimp.org).
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5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion de la distribuciéon, protecciéon clinica y virolégica e
inmunogenicidad de la variante Thiverval del VPPC

5.1.1 Anadlisis del nivel de replicacion en tejidos y érganos y la
transmisibilidad hacia animales no vacunados

En este trabajo se decidié analizar en primera instancia la replicacion de la
variante Thiverval en tejidos y 6rganos durante los 21 dias posteriores a la
vacunacion y su transmisibilidad hacia animales no vacunados. La informacion
obtenida luego de estas evaluaciones resulta util para caracterizar la distribucion
del virus vacunal en el organismo y validar que este no se excreta, lo cual
minimiza los riesgos de reversion de la virulencia.

El analisis de la replicacidon de la variante Thiverval se realizé mediante la
deteccion de ARN viral en las muestras de suero y los fluidos nasal y rectal de
los grupos A (desafiado a los 21 dpi) y B (contacto del grupo A). La variante
empleada en la vacunacion es detectada en 4 de los 7 animales del grupo A entre
los 4 y 7 dpi, con cargas virales muy bajas (Ct>28). Solo en el suero de un animal
pudo detectarse el virus vacunal a los 4 dpi con un valor de Ct de 35, 55, esto
indica que la variante empleada no genera viremia (altos titulos virales en

sangre). Adicionalmente, la carga viral en las secreciones nasales fue detectada
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de manera esporadica en un animal a los 4 dpi y en tres a los 7 dpi, con valores
de Ct mayores a 33. De modo similar, se detecté una baja carga viral en los
fluidos rectales de solo 1 animal a los 7 dpi. Después de este tiempo, no es
posible detectar el genoma viral en ninguna de las muestras analizadas. Por su
parte el analisis de los tejidos del animal del grupo A sacrificado a los 21 dpi
reveld que para este tiempo el virus puede ser detectado mayormente en
amigdalas, aunque también en linfonodos mesentéricos y timo. Sin embargo,
para este tiempo no es posible detectar el virus vacunal en el bazo.

En el caso del grupo contacto no se detecto carga viral en las muestras de suero,
fluidos u 6rganos durante los 21 dpi, lo cual indica que de ocurrir transmision del
virus vacunal esta es indetectable. Todos los animales de ambos grupos
estuvieron clinicamente saludables luego de la vacunacion y en ningun caso se

detect¢ fiebre (Figura 4).
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Figura 4. Deteccion de ARN del virus vacunal en muestras y tejidos durante los 21
dpi.

Carga viral detectada mediante RT-PCR en tiempo real expresada como valores de Ct
(Cycle Threshold). El simbolo (-) corresponde a muestras en las que la fluorescencia no
pudo ser detectada. Las areas en gris indican que los tejidos no fueron colectados en
ese momento del estudio de acuerdo con el disefio experimental.

5.1.2 Evaluacién del efecto protector en términos clinicos luego de 5y 21
dias post inmunizaciéon

Se evaluo el efecto protector de la variante Thiverval desafiando a los animales
con Margarita, variante altamente virulenta del VPPC, luego de 5 o 21 dpi. La
cepa Margarita es usada con frecuencia en los ensayos de desafio para
determinar la efectividad de las vacunas y genera una sintomatologia clinica
compatible con una enfermedad de curso agudo-letal. El analisis clinico de todos
los animales del estudio evidencié que los grupos no vacunados (B y D)

desarrollaron fiebre (temperatura rectal superior a 40°C) a partir del segundo dia
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post-desafio. Para este tiempo comenzaron a evidenciarse también los signos y
sintomas clinicos tipicos compatibles con la forma severa de la enfermedad. Se
observo un agravamiento de la condicion clinica en los dias sucesivos y en forma
general los animales de estos grupos mostraron apatia, conjuntivitis, debilidad en
las extremidades posteriores, temblores, disnea y diarrea. Por razones bioéticas
fueron sacrificados durante los dias 7 y 10 post desafio (Figura 5).

Por el contrario, los grupos inmunizados con la variante Thiverval y desafiados
con Margarita a los 21 o 5 dpi mostraron ausencia total de signos clinicos durante
la duracion total del estudio (Figura 5). Este resultado es evidencia de la robusta
proteccion clinica conferida por la vacuna con tan solo 5 dias post vacunacion, lo

cual no habia sido demostrado hasta el momento.
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Score 5: Apatia severa, disnea, cianosis, conjuntivitis, desérdenes nervios
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Figura 5. Evaluacion de los signos y sintomas clinicos después del desafio.
Sintomatologia clinica posterior al desafio con la variante Margarita del VPPC. Los
animales 2 al 7 (Grupo A) y 14 al 18 (Grupo C) fueron sometidos al desafio alos 21y 5
dpi, respectivamente. Los animales 8 al 11 (grupo B), contactos del grupo Ay 19 al 23
(Grupo D), control de infeccion, no fueron vacunados, pero si sometidos a desafio. Los
animales fueron monitoreados diariamente durante los 13 dias posteriores al desafio o
hasta el sacrificio. La severidad de los signos clinicos esta determinada por el puntaje
clinico. Letras pequefias en formato de super indice en el puntaje clinico medio de cada
grupo representan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en ese
dia: letras similares indican que no existe diferencia significativa y letras diferentes
indican diferencias (p<0,05).
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5.1.3 Evaluacion de la inmunogenicidad luego de 5 y 21 dias post
inmunizacion

Con el objetivo de evaluar la implicacion de la respuesta humoral en la soélida
proteccion clinica observada y para caracterizar su desarrollo, se determinaron
los niveles de anticuerpos contra las proteinas E2 y Erns. La respuesta humoral
inducida por el VPPC esta dirigida contra ambas proteinas de la envoltura del
virion, principalmente E2. El analisis de la respuesta humoral del grupo A
desafiado a los 21 dpi evidencié que los anticuerpos especificos contra la
proteina E2 pueden ser detectados a partir de los 14 dpi (Figura 6, A). Seis de
los 7 animales del grupo presentaron anticuerpos para este tiempo y para el dia
del desafio (21 dpi), los niveles habian incrementado en todos los animales. La
respuesta de anticuerpos dirigidos contra la proteina se mantuvo elevada
después del desafio y el porcentaje de bloqueo fue cercano al 100% al final del
estudio. Sin embargo, en el grupo C, desafiado a los 5 dpi, no se detecto
respuesta de anticuerpos especificos contra E2 antes del desafio con Margarita
(Figura 6, B). Después del desafio, a los 4 dias, en un animal de este grupo se
detecto respuesta de anticuerpos anti E2. Sin embargo, no es hasta los 10 dpd
que los anticuerpos contra esta proteina son detectados en la mayoria de los
animales del grupo, siendo todos positivos para el final del estudio.

En cuanto a la deteccion de anticuerpos contra Erns, todos los animales del grupo
A fueron positivos a los 14 dpi, aun cuando los valores de DO4so se mostraron

variables (Figura 7, A). Luego del desafio, se detecté un incremento considerable
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en los niveles de anticuerpos anti Erns, con valores similares entre todos los
animales del grupo A (valores > 2). En el grupo de animales desafiados con solo
5 dpi, similar a lo observado con la respuesta humoral anti E2, no se detectaron
anticuerpos anti Erns antes del desafio (Figura 7, B). Se observé repuesta en un
animal de este grupo a los 4 dpd, pero no fue hasta los 10 dpd cuando la mayoria
de los animales resultaron positivos. Para el final del estudio todos los animales
presentaron anticuerpos contra esta glicoproteina. La ausencia de anticuerpos
contra las proteinas E2 y Erns en los primeros 10 dias post desafio del grupo
desafiado a los 5 dpi, sugiere que la proteccion clinica observada esta sustentada
en efectores de la respuesta inmunoldgica de accién mas temprana.

En cuanto a los grupos no vacunados, solo 1 animal del grupo B mostro respuesta
de anticuerpos anti E2 a los 10 dpd (Figura 6, A 'y B). En el caso de la proteina
Erns, ningun animal no vacunado evidencio respuesta en ninguin momento antes
o después del desafio (Figura 7, Ay B). El agravamiento de los sintomas clinicos
obligd a sacrificar a los animales de ambos grupos no vacunados por razones

éticas.
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Figura 6. Cinética de la respuesta de anticuerpos contra E2 durante el estudio.

Respuesta de anticuerpos contra la glicoproteina E2 detectados en ELISA para los
grupos Ay B (A) y C y D (B). Se consideran positivos porcientos de bloqueo superiores
a 40% vy estos indican que los anticuerpos en el suero bloquean la unién del AcM
marcado a la proteina E2 con que esta recubierta la placa. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<<0,05) en la respuesta de anticuerpos entre los grupos
estan representados con un simbolo de asterisco (*). Di: dia de inmunizacion; dpi: dias
post inmunizacion; dpd: dias post desafio.
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Figura 7. Cinética de la respuesta de anticuerpos contra Erns durante el estudio.
Respuesta de anticuerpos contra la proteina Erns detectados por ELISA para los grupos
AyB (A)y CyD (B). Se reporta el promedio de la densidad 6ptica de cada muestra y
se consideran positivos valores de D.O superiores a 0,5. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<<0,05) en la respuesta de anticuerpos entre los grupos
estan representados con un simbolo de asterisco (*). Dpi: dias post inmunizacion; dpd:
dias post desafio.

En este estudio también se evalu6 la capacidad de los anticuerpos generados
tras la vacunacion para neutralizar in vitro la infeccion por las variantes Alfort/187
(cuya atenuacion dio lugar a la variante Thiverval) y Margarita. En el grupo A, la
respuesta de anticuerpos con capacidad para neutralizar a la variante Alfort/187
se detectd desde los 14 dpi en al menos 5 de los 7 animales (Figura 8). A los 21
dpi, los titulos de estos anticuerpos estuvieron alrededor de 1:40 en la mayoria

de los animales y se observd un efecto estimulante luego del desafio,
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registrandose titulos entre 1:320 y 1:10240 para el final del estudio. Los
anticuerpos neutralizantes producidos tras la vacunaciéon también son capaces
de neutralizar al virus empleado en el desafio. Esta neutralizacion se observa
antes del desafio, a partir del dia 21 en 6 de los 7 animales de este grupo, y para
los 13 dpd se detectaron titulos de hasta 1:640.

El grupo desafiado a los 5 dpi mostro respuesta de anticuerpos capacidad para
neutralizar a la variante Alfort/187 y Margarita a partir de los 10 dpd (Figura 8). A
los 13 dpd, todos los animales de este grupo mostraron respuesta de anticuerpos
capaces de inhibir la infeccion de las dos variantes virales analizadas, siendo los
titulos contra Alfort/187 mayores (entre 1:20 y 1:160) que contra Margarita (1:20).
Por otro lado, conforme a lo observado luego del analisis de la respuesta humoral,
no se detectd respuesta de anticuerpos neutralizantes en ninguno de los grupos
no vacunados.

De modo general, en el grupo desafiado a los 21 dpi, la respuesta humoral
inducida por la vacuna puede explicar la fuerte proteccion observada contra el
desarrollo de los sintomas clinicos que aparecen después del desafio, lo cual
como se menciono anteriormente no ocurre en el grupo desafia con solo 5 dias

post vacunacion.
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Figura 8. Determinacion de la respuesta de anticuerpos neutralizantes durante el
estudio.

Titulos de anticuerpos neutralizantes posterior a la vacunacion y el desafio evaluados
mediante NPLA. Los titulos se expresaron como la dilucidon reciproca de suero que
neutraliza 100 TCID de Alfort/187 o Margarita en el 50% de las réplicas en cultivo. Neg:
las muestras fueron negativas por NPLA; (1) indica que el animal fue sacrificado; (#)
animales sacrificados el dia del desafio, de acuerdo con el disefio experimental; (*) 21
dpi para grupos Ay B y 5 dpi para grupos C y D.
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5.1.4 Evaluacion de la respuesta de IFN-a durante el estudio

La expresion de IFN-a es parte de respuesta inmunitaria innata ante la infeccién
viral pues esta citoquina desempefia funciones antivirales e inmunomoduladoras.
Esta respuesta tiene lugar en los primeros dias posteriores a la infeccién y en
ausencia de anticuerpos ha demostrado cumplir un importante rol protector. Por
tanto, luego de la vacunacion es deseable la induccion de esta respuesta en
niveles moderados. La vacunacion con la variante Thiverval indujo la expresion
de IFN-ocoa los 4 y 5 dpi en los grupos A y C, respectivamente. Las
concentraciones de IFN-a fueron significativamente mayores en ambos grupos
vacunados, alcanzando valores alrededor de 100 unidades/mL. En los animales
no vacunados, los valores de IFN-a se mantuvieron cercanos a 0 unidades/mL
(Figura 9, A).

Por otro lado, se ha descrito que la infeccion natural con variantes altamente
virulentas del VPPC induce niveles elevados de IFN-a y este fendmeno tiene
relacion directa con la severidad de la enfermedad y las tasas de replicacion del
virus en el organismo. En este contexto, se produce una respuesta
proinflamatoria aberrante, que hace imposible controlar la progresion de la
enfermedad. En este estudio, después del desafio, a partir del dia 4, se
detectaron niveles significativamente altos de INF-o (>300 unidades/mL) en el
suero de los animales no vacunados (Figura 9, B). En el grupo control (Grupo

D), la concentracién de IFN-a se mantuvo elevada (>180 unidades/mL) al
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momento del sacrificio. Por el contrario, los niveles de esta citoquina se

mantuvieron cercanos a 0 unidades/mL en todos los animales vacunados.

A
200
2 a
E B
T 150 ®
S
=2
-
¥ 100 a
g ® B ® ®
@ ®
gso— e =
=2 &% o
] ® o o

Dia de 4 dpi/ 5 dpi* 7 dpi 14 dpi 21 dpi
Inmunizacién

Dias post inmunizacién

® Grupo A (desafiado 21 dpi) O Grupo B (contacto grupo A)
® Grupo C (desafiado 5 dpi) a Grupo D (control)
B
= 400
% b b
% 069 a A
S 300 o ag o a
a
3 200 2
= g o
o
% 100 - a 8
3
E ® & ® a e © ® =
2 ® O —&- B
Z 0 ——&D&EFG—M—M I R B
Dia del 4 dpd 7 dpd 10 dpd 13 dpd
desafio

Dias post desafio

® Grupo A (desafiado 21 dpi) O Grupo B (contacto del grupo A)
® Grupo C (desafiado 5 dpi) a Grupo D (control)

Figura 9. Deteccion de los niveles de INF-a en suero.

Niveles de INF-o determinados en ELISA a diferentes tiempos después de la vacunacion
con la variante Thiverval (A) y luego del desafio con la variante Margarita (B). El simbolo
(*) se refiere a 4 dpi para los Grupos Ay B y 5 dpi para los Grupos C y D. Las letras
encima de los simbolos son empleadas para representar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos el dia en cuestion: letras similares indican que no existen
diferencias significativas y letras diferentes muestran diferencias (p<0,05).
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5.1.5 Evaluacion de la proteccion contra la replicacion del virus del desafio
luego de 5y 21 dias post inmunizacion

Uno de los requisitos indispensables de las vacunas de uso veterinario es el de
proteger a los animales ante la posible infeccion con el agente patégeno
induciendo una respuesta que sea duradera. Esta respuesta debe limitar la
replicacion del virus nativo en el organismo en caso de que tenga lugar la
infeccidn. Para evaluar la proteccion conferida por la variante Thiverval contra la
replicacion de la cepa Margarita empleada en el desafio se emple6 una RT-PCR
en tiempo real especifica contra esta variante. Esta PCR fue desarrollada en el
IRTA-CReSA, ha sido empleada previamente y tiene una sensibilidad analitica
de 0,4 TCIDsqo.

Al realizar el analisis de las muestras del Grupo A después del desafio, no se
detectd carga de ARN en el suero de ninguno de los animales. Esto confirma la
capacidad del virus vacunal de proteger contra la viremia (circulacion del virus
patogénico en la sangre) generada por el virus empleado en el desafio (Figura
10, A). Solo a los 10 dpd se detectd una carga viral baja en algunas muestras de
secreciones rectales y nasales, sin embargo, no se encontré ARN vacunal en el
resto de las muestras del grupo después de este tiempo. El analisis de los
organos de estos animales al final del estudio (13 dpd) revel6 que no es posible
detectar el ARN viral en el bazo. En el caso de las amigdalas, solo en 3 animales
se detectaron cargas bajas (Ct > 31), mientras que en los linfonodos

mesentéricos las cargas virales estuvieron entre moderadas y bajas en todos los
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casos. En el caso de los animales Grupo C (Figura 10, B), no se detect6 ARN
de la variante Margarita del VPPC en las muestras de secreciones nasales y
rectales analizadas. Ademas, las bajas cargas de ARN detectadas en las
muestras de suero a los dias 4 y 10, valores de Ct estuvieron entre 31y 3, indican
ausencia casi total de replicacion viral en la sangre de los animales. Al final del
estudio no se detectdo ARN de la variante Margarita en el suero o las secreciones
de este grupo. Se encontraron mayormente cargas bajas en las muestras de bazo
y linfonodos mesentéricos de estos animales y en el caso de las amigdalas 2
muestras mostraron cargas de ARN moderadas y el resto de los valores fueron
bajos.

Por el contrario, todos los animales de los Grupos B y D (contactos y controles,
respectivamente), fueron positivos en las muestras de suero y las secreciones
nasales y rectales, después del desafio. A los 4 dias post desafio, los valores de
Ct se correspondieron con cargas moderadas y altas de ARN. Entre los dias 7 y
10 dpd (momento del sacrificio), la carga de ARN viral fue significativamente

mayor con respecto a los animales vacunados (p<0,05). Todas las muestras de

tejidos de estos grupos fueron positivas en ambos ensayos, mostrando cargas
de ARN significativamente mas elevadas en comparacion con los animales

vacunados.
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Figura 10. Deteccion de ARN del virus de la Peste Porcina Clasica en muestras y
tejidos a diferentes tiempos después del desafio.

Las muestras fueron analizadas mediante RT-PCR en tiempo real para detectar ARN de
la variante Margarita en los grupos Ay B (A) y C y D (B) a diferentes tiempos después
del desafio. Las muestras fueron consideradas negativas (areas en blanco) cuando la
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fluorescencia fue indetectable y positivas para valores de Ct <40. La carga viral fue
considerada baja (Ct>23), moderada (23<Ct<28) o alta (Ct>28). El analisis de los tejidos
se realizé6 al momento del sacrificio de cada grupo. Los animales sacrificados estan
representados con cuadrados grises y cruz. (*) indica diferencias estadisticamente
significativas en el valor de Ct entre los grupos (p < 0,05).

5.2 Evaluacion del rol de CD46 durante la entrada de la variante Thiverval a

la célula
5.2.1 Obtencion de la proteina CD46 porcino

5.2.1.1 Generacion de la secuencia génica codificante de una forma
secretable del segmento extracelular de la glicoproteina rCD46his porcino
En este trabajo la evaluacion de la participacion de CD46 en la infeccion por la
variante atenuada Thiverval requirié la generacién de un suero hiperinmune.
Aunque comercialmente existen disponibles algunos anticuerpos policlonales, los
precios de estos son elevados y los volumenes de presentacion bajos. Teniendo
en cuenta que la produccion de anticuerpos es un proceso ya estandarizado en
nuestro laboratorio, decidimos producir la proteina CD46 recombinante y generar
un suero hiperinmune contra ella. Adicionalmente, la expresion de la proteina
CDA46 resulta util para estudios futuros de interaccion.

La secuencia aminoacidica correspondiente al segmento extracelular de la
glicoproteina CD46 porcino se obtuvo a través de la base de datos UniprotKB
(numero de acceso: 002839 (MCP_PIG)). Se realiz6 la optimizacion de codones
para garantizar una mayor eficiencia en la traduccién del gen, y mejorar asi sus

niveles de expresion en células CHO-K1. El gen codificante de la proteina se
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incorporo en un vector que posee un gen de Neomicina que confiere resistencia

a G418. G418 es un antibidtico aminoglucosido que bloquea la sintesis peptidica

al inhibir el paso de elongacion tanto en bacterias como en células eucariotas.

Esta modificacion permitio realizar una primera seleccion de aquellas células que

incorporaron el vector de interés mediante una seleccion con G418.

Adicionalmente, se realizaron cambios en la secuencia codificante de la proteina

CD46 (Figura 11 A):

(i)

(iif)

Se sustituyo el péptido sefal incluido en la secuencia original de la
proteina CD46 por una senal de secrecion de albumina humana para
garantizar su expresion en el sobrenadante de cultivo.

En el extremo 3" de la secuencia codificante de CD46 se incluyeron 6
residuos de Histidina con el objetivo de facilitar la purificacion posterior
de la proteina mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos.
Después del gen codificante de la proteina se incluyé una secuencia
IRES y una secuencia codificante de la proteina fluorescente verde
(GFP), empleada como gen reportero de expresion. El objetivo de esta
modificacion es que las proteinas CD46 y GFP se expresen en
cantidades proporcionales. Por tanto, en aquellos clones en donde la
intensidad del verde es mayor, existe una mayor expresion de la
proteina de interés, y los clones son seleccionados mediante

citometria.
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La secuencia de ADN resultante fue sintetizada e insertada en un vector pCl-neo
a través de la empresa Genescript. El vector pCl-neo-CD46 fue digerido con las
enzimas Nhel y Smal y el segmento codificante de la glicoproteina fue insertado
en un vector pCMV6-Entry-FSH(ht)-Lgl, en lo adelante pEntry-CD46, que
contiene el gen de Neomicina que confiere resistencia a G418 (Figura 11 B). Los
clones recombinantes derivados de este paso de clonacion se detectaron
mediante chequeo de restriccion con las endonucleasas Sacl, Hincll y Smal

(Figura 11 C).
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Figura 11. Generacion de la secuencia génica codificante de la forma secretable
de la proteina rCD46his porcino.

(A) Representacion de las modificaciones realizadas en la secuencia codificante de la
proteina CD46. (B) Representacion del proceso de construccion del vector pEntry-CD46
conteniendo la secuencia codificante de la glicoproteina rCD46his porcino. (C) Chequeo
de restriccion del vector plasmidico pEntry-CD46. PPM: patrén de peso molecular; S/d:
vector sin digerir.
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5.2.1.2 Expresion de la glicoproteina rCD46his porcino en la linea celular de
ovario de hamster chino (CHO-K1)

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 fue transfectada con el
vector pEntry-CD46. La expresion de GFP se tom6 como criterio de transfeccion.
Luego de un primer proceso de seleccion con G418, se seleccionaron los clones
que expresaban la proteina mediante citometria de acuerdo con la intensidad de
GFP. Uno de estos clones fue amplificado y se cosechd el sobrenadante de
cultivo que contenia la proteina. Esta fue identificada mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras y Western Blot utilizando anticuerpo anti-Histidina
(Figura 12). En el Western Blot se observd la presencia de dos bandas
inmunorreactivas cuyos pesos molares aproximados fueron de 50 y 55 kDa.
Ademas, se observo la presencia de dos bandas de aproximadamente 40 y 45
kDa que parecieran ser el producto de actividad proteolitica. Se ha observado
que en ceélulas CHO el tiempo que dura el proceso de produccion puede modular
la actividad proteolitica. Por tanto, luego de observar esto decidimos reducir el
tiempo de produccion de la proteina a 3 dias en cultivo para minimizar la aparicion

de productos de degradacion.
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Figura 12. Analisis de la expresion de rCD46his porcino en células establemente
transfectadas con el vector pEntry-CD46.

(A) Expresion de GFP en un clon de células CHO-K1 establemente transfectadas con el
vector pEntry-CD46. La microfotografia corresponde al campo oscuro con magnificacion
de 10 X, tomada durante la exposicion del cultivo a luz ultravioleta-azul (485 nm) en el
microscopio optico de fluorescencia. (B) Micrografia en campo claro del mismo clon
descrito en A. (C) Electroforesis en gel de acrilamida al 12%, en condiciones no
reductoras de sobrenadante de células CHO-K1 no transfectadas (carril 1) y clon
establemente transfectado con pEntry-CD46 (carril 2). Tincion con azul de Coomassie.
(C) Inmunoidentificacién de las muestras presentes en la electroforesis, mediante
Western Blot con anti-Histidina. PM: peso molecular; carril 1y 2: idem SDS-PAGE.

5.2.1.3 Purificacion de la glicoproteina rCD46his porcino producida en
sobrenadante de cultivo

La purificacion de rCD46his porcino se realiz6 mediante cromatografia de
afinidad a iones metalicos en una matriz de agarosa Ni-NTA. La union especifica
de la glicoproteina a la matriz se comprob6 mediante SDS-PAGE en condiciones
no reductoras y en un ensayo de Western Blot con el anticuerpo anti-Histidina.

No se detecto la presencia de rCD46his porcino, en la fraccion de proteinas no
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retenidas en la matriz, ni en la fraccion de proteinas separadas después del
lavado en presencia de Imidazol 20 mM (Figura 13). Después de la elusion en
presencia de diferentes concentraciones de imidazol 40, 80 y 250 mM, se obtuvo
en la fraccion correspondiente a los 40 mM de imidazol, dos bandas mayoritarias
con pesos moleculares aproximados de 50 y 55 kDa y otra, superior alrededor de
los 100 kDa, cuyo tamano se corresponde al peso esperado para un homodimero
de la proteina (Figura 13). El rendimiento de la proteina fue de 104 mg/L y el

nivel de pureza estimado por densitometria 6ptica fue del 95%.
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Figura 13. Purificacion de rCD46his porcino mediante cromatografia de afinidad a
iones metalicos en matriz de agarosa Ni-NTA.

(A) Cromatograma de proceso de purificacion. Muestra de entrada: 5mM Imidazol; Buffer
Equilibrio: PBS 1X, 5mM Imidazol; Lavado: 20 mM Imidazol; Elucion (pico 1) 40, (pico 2)
80, (pico 3) 250 mM Imidazol. (B) SDS-PAGE al 12% en condiciones reductoras, de los
diferentes pasos de purificacion de rCD46his porcino, tincion con azul de Coomassie.
(C) Inmunoidentificacién de las muestras presentes en la electroforesis, mediante
Western Blot con anti-Histidina. PM: peso molecular, ME: muestra de entrada, NU: no
unido, L: lavado, carriles 1 al 4: fracciones eluidas con 40mM, 80 mM (carril 5) o 250
mM (carril 6) de Imidazol.
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5.2.1.4 Caracterizacion in vitro de la proteina rCD46his porcino purificada
mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos

Un analisis de la movilidad electroforética en SDS-PAGE permitié determinar que
en condiciones no reductoras rCD46his porcino migra a una altura aproximada
de 63 kDa (Figura 14 A). En condiciones reductoras rCD46his porcino migro
como dos bandas cuyas tallas aproximadas se encontraron entre los 50 y 55 kDa
(Figura 14 A). Estas bandas fueron identificadas mediante Western Blot,
empleando anticuerpo anti-Histidina, en donde se pudo observar ademas la
presencia de la forma homodimérica de la proteina a 100 kDa (Figura 14 B). Los
oligosacaridos N-enlazados a la molécula de rCD46his porcino se liberaron
mediante digestion con la endoglicosidasa PNGasa F empleando condiciones
desnaturalizante y no desnaturalizante. El analisis electroforético de las
digestiones mostré que en condiciones no desnaturalizante la proteina N-
desglicosilada migra a una talla aproximada de 55 kDa (Figura 14 C, carril 4),
mientras que en condiciones desnaturalizante se observa una banda unica de
aproximadamente 46 kDa (Figura 14 C, carril 1). La banda de 36.4 kDa en el
carril 5 de la Figura 14 C, corresponde a la enzima PNGasa F presente en la

reaccion.
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Figura 14. Caracterizacion de la proteina rCD46his porcino expresada en células
CHO-K1.

(A) SDS-PAGE al 12% de la glicoproteina rCD46his porcino purificada, tincion con azul
de Coomassie. (B) Inmunoidentificacion de rCD46his porcino mediante Western Blot con
anticuerpo anti CD46 comercial. Para (A) y (B): carril 1: 5 ug de rCD46his porcino corrida
en condiciones no reductoras; carril 2: 5 ug de rCD46his porcino corrida en condiciones
reductoras; PPM: patron de peso molecular. (C) SDS-PAGE al 12% del producto de N-
desglicosilacion de la rCD46his porcino con la enzima PNGasa F, tincién con azul de
Coomassie. Carril 1: proteina N-desglicosilada en condiciones desnaturalizantes, carril
2: proteina no tratada en condiciones desnaturalizantes; carril 3: proteina N-
desglicosilada en condiciones no desnaturalizantes; carril 4: proteina no tratada en
condiciones no desnaturalizantes; carril 5: PNGasa F; PM: patron de peso molecular.

5.2.2 Generacion del suero hiperinmune anti rCD46his porcino

5.2.2.1 Produccién y purificacion del suero hiperinmune anti rCD46his
porcino

Para la produccion de suero hiperinmune antiCD46 porcino, los ratones fueron
inmunizados de acuerdo con el esquema descrito en Materiales y Métodos y

resumido en la Figura 16. (Figura 15 A). El analisis mediante ELISA de los sueros
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obtenidos de cada animal mostré una DO 600 nm mayor a 2 en todos los

animales empleando una dilucién de 1:5000 de cada suero (Figura 15 B).
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Figura 15. Andlisis de la presencia de anticuerpos antiCD46 porcino en sueros de
ratones inmunizados con rCD46his porcino.

(A) Esquema de inmunizacién de ratones C57 inmunizados con 20 ug de rCD46his
porcino. (B) ELISA indirecto recubriendo con rCD46his porcino (1 ug/pocillo). Luego del
bloqueo con Leche (5%)-PBS-T, se anadieron los sueros en las diluciones indicadas y
finalmente se afadié antiMouse IgG conjugado HRP. Los resultados se grafican como
el promedio de la DO 492 nm de tres réplicas. R: ratdn, NI: raton no inmunizado.

La purificacidon del suero hiperinmune anti rCD46his porcino se realizd en
columna de Proteina A y posteriormente se desalinizdé y concentro el eluato
(Figura 16 A). El analisis de la movilidad electroforética en SDS-PAGE permitio
determinar que, en condiciones reductoras, los anticuerpos anti rCD46his porcino

presentes en el suero hiperinmune migran como 2 bandas, una entre los 55 kDa

88



y la otra a los 20 kDa, las cuales se corresponden con las tallas esperadas para
las cadenas pesada y ligera de la proteina (Figura 16 B; carril R). En condiciones
no reductoras se observdé un mondmero con una talla aproximada de 150 kDa
(Figura 16 B; carril NR). En un ensayo de Western Blot, empleando anticuerpo
antiMouse 1gG, se confirmé el patron de bandas observado en el SDS-PAGE

(Figura 16 C).
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Figura 16. Purificacion de suero hiperinmune anti rCD46his porcino en columna
de proteina A.

(A) Cromatograma de proceso de purificacion. (B) SDS-PAGE al 10% y (C) Western Blot
en condiciones reductoras (R) y no reductoras (NR). La inmunodeteccion se realizé
empleando anticuerpo antiMouse Alexa 680.
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5.2.2.2 Analisis de la funcionalidad del suero hiperinmune anti rCD46his
porcino

El analisis de la funcionalidad del suero hiperinmune antiCD46 generado se
realizé mediante ELISA indirecto y citometria de flujo. EI ELISA demostrd la
capacidad del suero hiperinmune de reconocer correctamente a rCD46his
porcino hasta la dilucién 1:40000 (Figura 17 A). Para la citometria de flujo,
células mononucleadas de sangre periférica (PBMC) de origen porcino, fueron
incubadas con el suero hiperinmune anti rCD46his o AcM AntiCD46 comercial
(Figura 17 B). El suero hiperinmune generado durante el presente trabajo
reacciond de forma especifica con la proteina rCD46his porcino en condiciones

nativas.
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Figura 17. Analisis de la funcionalidad del suero hiperinmune antiCD46 generado.
(A) ELISA indirecto recubriendo con rCD46his porcino (1 ug/pocillo). Luego del bloqueo
con Leche (5%)-PBS-T, se anadié el suero hiperinmune purificado en las diluciones
indicadas y finalmente se afadié anti-Mouse IgG conjugado HRP. Los resultados se
grafican como el promedio de la sefal frente a rCD46his porcino de las distintas
diluciones del suero hiperinmune o del suero del ratéon no inmunizado (NI). (B, C y D)
Citometria de flujo de células PBMC marcadas con: anti-Mouse-Alexa 647 (A647) (B),
anticuerpo monoclonal anti CD46 y A647 (AcM CD46 — A647) (C) o suero hiperinmune
AntiCD46 y A647 (Suero hiperinmune anti CD46 — A647) (D).
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5.2.3 Evaluacion del efecto bloqueador de anticuerpos anti-CD46 sobre la
infeccion de variantes de distinta virulencia del virus de la Peste Porcina
Clasica

La evaluacion de la participacion de CD46 porcino como receptor del virus de la
Peste Porcina Clasica se realizé mediante un ensayo de bloqueo de la infeccidn
viral en células PK15 empleando el suero hiperinmune anti-CD46. Para ello se
infectd con la variante Thiverval, atenuada luego de mas de 170 pases en cultivo
celular. El bloqueo del receptor empleando el suero hiperinmune anti-CD46
porcino redujo la tasa de infeccion de esta variante de modo dilucion dependiente
(Figura 18). No se observo el bloqueo completo de la infeccion y al emplear la
menor dilucion del suero (1:20) alrededor del 15 porciento de las células
resultaron infectadas. Sin embargo, cuando el experimento se realiz6 infectando
con Margarita, variante altamente virulenta y no adaptada a cultivo celular, el
bloqueo de CD46 generd una inhibicidn completa de la infeccion con una dilucién
1:20 (Figura 19). El efecto de bloqueo fue igualmente dependiente de la
concentracion del suero hiperinmune, pero en todos los casos se observd una
reduccion mas marcada de la infeccion cuando se infectd con Margarita en

comparacion a lo observado con Thiverval (Figura 20).
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Figura 18. Inhibicion de la infeccion de células PK15 con la variante Thiverval del
VPPC en presencia de anticuerpos anti-CD46.

Fotografias representativas del ensayo de inmunoperoxidasa mostrando la inhibicién de
la infeccion por Thiverval en células PK15 en presencia de diluciones 1:160 (C), 1:80
(D), 1:40 (E); 1:20 (F) del suero hiperinmune antiCD46. Las células fueron incubadas
durante 1 hora con suero hiperinmune anti CD46 y posteriormente infectadas con VPPC
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Thiverval a una MOI de 0,1. Se tom6 como control positivo del experimento células PK15
infectadas sin incubacion previa (A) o células sin infectar (B). Las células infectadas se
visualizan como puntos de color café en las fotografias. Las barras a la izquierda de
cada fotografia representan el promedio del porcentaje de células infectadas (verde) con
relacién al area total (amarillo). Magnificacion 40x.
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Figura 19. Inhibicion de la infeccion de células PK15 con la variante Margarita del
VPPC en presencia de anticuerpos anti-CD46.
Fotografias representativas del ensayo de inmunoperoxidasa mostrando la inhibicién de
la infeccion por Margarita en células PK15 en presencia de diluciones 1:160 (C), 1:80
(D), 1:40 (E); 1:20 (F) del suero hiperinmune antiCD46. Las células fueron incubadas
durante 1 hora con suero hiperinmune anti CD46 y posteriormente infectadas con VPPC
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Margarita a una MOl de 0,1. Se tomé como control positivo del experimento células PK15
infectadas sin incubacion previa (A) o células sin infectar (B). Las células infectadas se
visualizan como puntos de color café en las fotografias. Las barras a la izquierda de
cada fotografia representan el promedio del porcentaje de células infectadas (rojo) con
relacién al area total (amarillo). Magnificacion 40x.
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Figura 20. Comparacion del porcentaje de infeccion de las variantes Thiverval y

Margarita en presencia de anticuerpos bloqueadores de CD46.
El porcentaje de infeccion de cada variante fue determinado en relacién con control

positivo.
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5.3 Analisis in silico de la influencia de las mutaciones de Thiverval en la
interaccion con CD46

5.3.1 Analisis comparativo de las secuencias de las variantes Thiverval,
Margarita y Alfort/187

La secuencia correspondiente a la variante Thiverval fue resuelta en el afio 2008
por Fan y col. [135]. Se realiz6 un analisis comparativo de la secuencia de E2 de
esta variante con la de Margarita con el objetivo de evaluar qué mutaciones
pudieran estar involucradas en los cambios observados en los experimentos in
vitro. La comparacion reveld que los aminoacidos Glutamina, Fenilalanina y
Prolina en las posiciones 791, 855 y 1059 respectivamente, son exclusivos de
Thiverval. Tanto Margarita como Alfort/187, variante a partir de la que surge
Thiverval, poseen en estas posiciones Lisina, Acido Aspartico y Lisina,
respectivamente. Por tanto, se decidié evaluar si las mutaciones encontradas en
Thiverval pudieran tener influencia en la disminucién de la afinidad por CD46 ya
que se observo que el bloqueo del receptor no genera inhibicion completa de la
infeccion por esta variante.

Existe la estructura tridimensional resuelta experimentalmente de una proteina
E2 cristalizada (codigo PDB 7EGY) a partir de la cual se model6 la proteina de
las variantes Thiverval y Margarita. También se incluyo la E2 de la variante
Alfort/187 para poder establecer mejores comparaciones. El modelamiento se
realiz6 mediante la técnica de modelamiento comparativo con el software

Modeller (https://salilab.org/modeller/). La calidad de los modelos generados fue
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evaluada mediante ProSA. El servidor ProSA entrega un puntaje global de
calidad del modelo, llamado Z-score, y compara el valor del modelo con el rango
de valores de Z-score de aquellos cuyas estructuras se encuentran resueltas
experimentalmente [152]. Valores de Z-score fuera de este rango, indican una
mayor probabilidad de que el modelo no se aproxime correctamente a la
estructura nativa. En nuestro analisis se obtuvieron valores de Z-score de -5,75
para Thiverval, -5,74 para Margarita y — 5,4 en el caso de Alfort/187 (Figura 21).
Por otro lado, el analisis de calidad local de los modelos en términos de energia
de cada residuo fue negativo a lo largo de las tres estructuras, observandose una
cierta positividad en el caso de la E2 de Alfort/187 en el modelamiento de los
ultimos residuos. En este caso, valores negativos de energia se relacionan con
un modelo mas estable energéticamente para cada residuo. De acuerdo con los
resultados obtenidos la calidad de los modelos generados se considerd

adecuada.
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Figura 21. Analisis de calidad con el servidor ProSA de los modelos de estructura
tridimensional de E2 generados por Modeller.

(A) Rango de valores de Z-score obtenidos por modelos de estructura tridimensional
resueltos experimentalmente mediante cristalografia de rayos x (celeste) y resonancia
magnética nuclear (azul). La flecha sefala el valor de Z-score obtenido para cada
modelo. (B) Calidad local de cada modelo determinada por la energia en funcion de la
posicion de cada aminoacido en la secuencia.
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La superposicion de los modelos generados permitié corroborar la alta similitud
estructural de la proteina E2 entre estas variantes (Figura 22). Aunque no existen
diferencias estructurales significativas entre las proteinas modeladas, la mutacién
D855F, localizada en la zona importante para la interaccién con el receptor en la
membrana celular, tiene un efecto electrostatico importante. Se conoce que las
interacciones proteicas son regidas en parte por interacciones electrostaticas.
Por tanto, este tipo de cambios en la zona de interaccion de la proteina E2 con
su receptor podrian dar cuenta de alteraciones en la union con el receptor de

membrana.

Figura 22. Alineamiento estructural de las glicoproteinas E2 de las variantes
Thiverval, Alfort/187 y Margarita.

(A) Superposicion de los modelos para E2 de las variantes Thiverval (rosa), Alfort/187
(azul) y Margarita (café) obtenidos empleando como templado la estructura cristalina de
E2 de una variante atenuada (PDB 7EGY). Se remarca en rojo la zona importante para
la interaccion con el receptor de membrana. (B) Alineamiento estructural de la zona
remarcada en rojo presente en A. En sticks se representa el aminoacido 855 cada
variante, unico motivo mutados en esta region.
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Para observar estos efectos, las estructuras modeladas fueron sometidas a un
analisis de distribucion de carga en la superficie a través el software APBS

(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2par). Los resultados obtenidos

muestran que la distribucion de las cargas es diferente entre la variante Thiverval
con respecto a Margarita y Alfort/187 (Figura 23). Tanto en Margarita como en
Alfort/187 en la superficie electrostatica de esta zona se encuentra un polo
electropositivo y otro electronegativo. Sin embargo, en Thiverval la mutacion en
el residuo 855 genera la pérdida de carga y de la estructura prominente
observada en los demas modelos. Ademas, cabe destacar que en la variante
Thiverval del VPPC la ausencia de la estructura prominente genera una cavidad
electropositiva. Estos cambios en el potencial electrostatico de la proteina
podrian influir en cierto grado en la interaccion de E2 con CD46 si en la unién
entre ambas las fuerzas electrostaticas desempefiaran un rol preponderante.
Por tanto, el cambio electrostatico generado por el cambio de Acido Aspartico por
Fenilalanina podria explicar en principio la disminucion de la afinidad de E2 por
CD46. Sin embargo, las mutaciones en los residuos 791 y 1059, aunque no estan
dentro de esta zona, también podrian contribuir a este fenbmeno. Para evaluar
el efecto general de las mutaciones encontradas, se decidio realizar un docking

de las proteinas E2 y CD46 de ambas variantes.
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Figura 23. Analisis de potencial electrostatico de superficie de las proteinas E2.

Las proteinas E2 de las variantes Margarita, Alfort/187 y Thiverval del VPPC fueron
analizadas con el software APBS. Se muestra el potencial electrostatico de superficie de
las E2 de las variantes destacandose las diferencias entre las variantes virulentas (A y B)
y Thiverval (C). Se encuentra remarcada la zona en donde se localiza la mutacion D855F.
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5.3.2 Analisis de docking proteina-proteina entre E2 y CD46 de las variantes
Thiverval y Margarita.

Se ha asumido en la literatura que E2 interactua con la proteina CD46, aunque
hasta el momento nadie ha podido caracterizar dicha union. Esto se debe en
parte a que no existe la estructura cristalina del complejo. Por tanto, resulta dificil
determinar el grado de participacion de CD46 en la infeccion y el efecto que
puedan tener las mutaciones en la proteina E2 en esta interaccion. Debido a que
se observd en los experimentos in vitro un menor efecto del bloqueo en la
infeccion por la variante atenuada y teniendo en cuenta la posible implicacion de
estas mutaciones en la interaccidn con el receptor, se decidié realizar un analisis
de docking proteina-proteina. Para ello la proteina CD46 fue modelada tomando
como base la estructura cristalina de su homoélogo en humanos. La elevada
similitud existente entre ambas proteinas aporta alto grado de confiabilidad en el
modelo generado. En el caso de E2 se utilizaron los modelos generados a partir
de la estructura tridimensional de la variante atenuada (cédigo PDB 7EGY)
resuelta experimentalmente. El docking de las proteinas E2 de las variantes
Thiverval y Margarita con CD46 fue realizado mediante el software ClusPro

(https://cluspro.bu.edu/). Esta herramienta brinda la alternativa de realizar un

docking rigido si se suministran las regiones de probable interaccion. Tomando
en cuenta la informacién reportada en la literatura referente a las zonas
importantes para la interaccion con la membrana en el caso de E2 y con el virus

en el caso de CD46, elegimos estas secuencias como aquellas involucradas en
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la interaccion. Los resultados del docking fueron agrupados por el programa en
diferentes modelos que representan clusters donde el mas poblado de ellos es
presentado como el modo de interaccion mas probable.

Se eligié en cada caso el modelo con mayor probabilidad entre los entregados
por el servidor de docking (Figura 24) y posteriormente estos fueron analizados

con el servidor Prodigy (https://wenmr.science.uu.nl/prodigy/) para conocer la

energia libre de unién y predecir los valores de Kq de cada complejo. Prodigy
determiné que la energia de libre union de CD46-E2Thiverval fue de -
10,1[kcal/mol] y la Kd de 3,8e-08, mientras que en el caso de CD46-E2Margarita
los valores fueron de -11,4 [kcal/mol] y 4,1e-09, respectivamente. Lo anterior
sugiere que los modelos obtenidos pueden ocurrir espontaneamente, aunque es
el modelo de CD46-Margarita el de mayor afinidad predicha. La disminucién de
1 orden en el valor de la Kd estimada para el modelo de Thiverval, podria en
condiciones biologicas pudiera traducirse como una menor eficiencia en la
interaccion. Por otro lado, las mutaciones en las posiciones 791 y 1059 de E2
podrian estar implicadas en la ganancia de afinidad con algun otro receptor en la

membrana.
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Figura 24. Docking proteina-proteina CD46-E2Thiverval y CD46-E2Margarita

generado con ClusPro.
Docking proteina-proteina de las proteinas E2 de Thiverval (A) y Margarita (B) con
CD46. Sefialada en rojo o purpura la zona de E2 reportada como implicada en la

interaccion.
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6. DISCUSION

La Peste Porcina Clasica representa una amenaza para la industria porcina
desde el punto de vista sanitario y econdmico. Ademas, los riesgos de
reemergencia de la enfermedad son altos, tal como se ha observado tras los
brotes en paises que poseian el estatus de “libres de PPC” desde hacia décadas
[2]. La vacunacion profilactica en aquellos lugares donde el virus permanece
endémico forma parte de los programas establecidos para prevenir las pérdidas
masivas y contener la diseminacién del virus. En estos contextos son
ampliamente utilizadas las vacunas vivas atenuadas, dentro de las cuales se
encuentran las que estan basadas en la cepa China. Su administracion ha
demostrado ser segura y efectiva, sin embargo, el VPPC permanece endémico
en muchos paises a pesar de los intensos programas de vacunacion basados en
esta cepa. En los ultimos ainos se ha reportado la aparicion de nuevas variantes
de mediana y baja virulencia, causantes de formas crénicas y persistentes de la
enfermedad que dificultan el diagnostico y control [127, 157]. Esto se debe
probablemente a la presion inmunologica ejercida sobre este tipo de vacunas.
Ademas, en algunos paises la produccion de esta variante se realiza en conejos,
debido principalmente a su baja replicacion en células. Esta metodologia es
controversial, no solo por las implicaciones desde el punto de vista ético y de

bioseguridad, sino también por la imposibilidad de predecir el rendimiento y
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realizar el escalado de la produccion. Por tanto, es conveniente evaluar otras
alternativas vacunales obtenidas a través de sistemas estables basados en
cultivo celular e igualmente recomendadas por la OIE.

La vacuna atenuada basada en la variante Thiverval del VPPC, ha sido
recomendada por la OIE para la vacunacion contra el VPPC. Esta ha mostrado
una alta eficacia contra la enfermedad. Sin embargo, la informacion de la que se
dispone data de los afios 70 y esta basada en técnicas desactualizadas. Se
desconoce si la variante puede transmitirse, su tasa de replicacion en tejidos y
organos y su capacidad de conferir proteccién en un tiempo menor a 7 dias luego
de una dosis simple. Desde el punto de vista molecular, no existe informacion
con respecto a si las mutaciones que condujeron a la atenuacion de esta variante
generan cambios en la interaccion con CD46, uno de los receptores que al
parecer participa en el proceso de infeccion del virus. Por tanto, el objetivo
general de esta investigacion fue evaluar capacidad de proteccidén temprana de
la variante Thiverval del VPPC y el rol de CD46 durante la entrada de ambas

variantes a la célula.

6.1 Efecto protector temprano de la variante Thiverval del VPPC.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan el uso de la variante
Thiverval en la vacunacion profilactica contra el VPPC y en situaciones de
emergencia en paises donde el virus permanece endémico. En este estudio se

demuestran algunas propiedades de esta cepa que son imprescindibles para ser
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considerada en los contextos antes mencionados. En primer lugar, la variante
Thiverval demostro replicarse eficientemente en érganos linfoides, induciendo a
Su vez una respuesta inmunoldgica que puede controlar su replicacion en sangre
y su excrecion en secreciones (Figura 4). A los 21 dpi se detectaron cargas
virales bajas en los diferentes 6rganos linfaticos, siendo las amigdalas el sitio
principal en el que tiene lugar la replicacion inicial de este patogeno [18]. Estudios
realizados con la cepa-C reportan la presencia del virus en 6rganos hasta 2-3
semanas luego de la vacunacion [158, 159]. En ningun caso se ha reportado la
persistencia del virus vacunal por mas de 3 semanas [114]. Por otro lado, la
deteccion de la variante Thiverval en suero y secreciones nasales tiene lugar
entre los 4 y 7 dias y en todos los casos es baja (Figura 4). Estas bajas tasas de
replicacion favorecen la no transmision del virus vacunal, lo cual fue evidenciado
por la ausencia de carga viral en los animales en contacto (Figura 4). Uno de los
principales riesgos asociados a las vacunas vivas atenuadas es su transmision y
posible reversion de la virulencia. La transmision de la variante vacunal LOM, por
ejemplo, fue la causa de la reemergencia del VPPC en la isla Jeju en Corea del
Sur [160]. En el caso de las vacunas basadas en la cepa-C se ha observado la
transmision del virus vacunal ocasionalmente a animales en contacto, pero no se
ha demostrado que este persista en la poblacion [161-163]. Dada la relevancia
de esta informacion, la evaluacion de la no-transmisibilidad constituye uno de los

requisitos establecidos por la OIE para acreditar la seguridad de las vacunas [5].

110



La variante Thiverval también demostré la capacidad de proteger a los animales
contra la respuesta exacerbada de la enfermedad. Los cuatro grupos de este
estudio fueron sometidos al desafio con Margarita, variante altamente virulenta
VPPC (Figura 3). Esta cepa pertenece al genotipo 1.4 y ha sido utilizada
anteriormente en pruebas de eficacia de vacunas anti PPC [110, 141, 164]. Los
sintomas clinicos generados por esta variante estan clasificados como graves y
se manifiestan en un corto periodo de tiempo, conduciendo a la muerte de los
animales con tan solo 7 dias después del desafio [141]. Este estudio permitio
corroborar lo anterior (Figura 5). Sin embargo, los animales vacunados
estuvieron protegidos completamente contra los signos clinicos de la enfermedad
desde los 5 dias post vacunacion. Lo anterior disminuye la ventana de tiempo
que existe entre la vacunacion y el inicio de la proteccion clinica. Nuestros
resultados estan en correspondencia con los altos niveles de proteccion contra
los sintomas clinicos luego del desafio que se han reportado para las vacunas
basadas en la cepa-C [165, 166]. Entre los 2 y 4 dias luego de la vacunacion, se
ha reportado cierto nivel de proteccién frente al desafio con variantes virulentas
y 7 dias después de una vacunacion simple esta proteccidén parece ser completa
[114]. Cabe mencionar que, en el caso del grupo desafiado a los 21 dpi, ademas
de la proteccion clinica, los animales estuvieron protegidos de la viremia (Figura
4). En el caso de la cepa-C se alcanzan resultados similares una semana

después de la vacunacion [167].
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La variante Thiverval indujo la generacién de anticuerpos especificos contra las
proteinas E2 y Erns del VPPC a partir del dia 14 post vacunacion (Figuras 6, A
y 7, A). Estos resultados estan en concordancia con lo reportado para la vacuna
China y el candidato vacunal modificado CP7_EZ2alf [168]. Los anticuerpos
generados contra las proteinas E2 y Erns demostraron tener actividad
neutralizante (Figura 8), la cual estd en correspondencia con la robusta
proteccion virologica detectada en los animales desafiados a los 21 dpi. Estos
anticuerpos son capaces de neutralizar la infeccién de la variante empleada en
el desafio. La vacunacion con la cepa-C induce una respuesta de anticuerpos
neutralizantes que aparece alrededor de las 2 semanas luego de la vacunacién
y aumenta hasta las 4 a 12 semanas [169]; pueden persistir por muchos afos,
luego incluso de una dosis simple, pero también se ha observado que en algunos
animales la respuesta desaparece [162]. En el caso de los animales desafiados
luego de 5 dias post vacunacion, la respuesta de anticuerpos comienza a
detectarse a partir del dia 10 posterior al desafio (Figura 6, B y 7, B). Sin
embargo, el hecho de que los animales estuvieran protegidos de los sintomas
clinicos aun en ausencia de anticuerpos es indicativo de que la vacuna basada
en la variante Thiverval confiere proteccion en ausencia de respuesta de
anticuerpos. Investigaciones referentes a las reacciones tempranas tras la
vacunacion sugieren que los anticuerpos neutralizantes no desempefian un rol
en el establecimiento de la inmunidad temprana [170]. Puede suceder que los

mecanismos involucrados en la inmunidad celular determinan la inmunidad
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desde la primera semana posterior al desafio. Lo anterior también indica que la
presencia de anticuerpos neutralizantes al momento del reto no es un pre-
requisito para que los animales estén protegidos contra la PPC. Una manera de
explicar la solida proteccion conferida por la vacuna, asi como su eficacia para
controlar la replicacion viral al poco tiempo de la vacunacion, es la activacion
rapida y transciente de la inmunidad innata, en términos de IFN-a. Los efectos
antivirales e inmunomodulatorios de los IFNs tipo |, tales como el IFN-a han
demostrado ser muy importantes para controlar la replicacion viral [99]. Luego de
la vacunacion o el desafio, tiene lugar la expresion de genes estimulados por
Interferdn (ISG; del inglés, Interferon Stimulated Genes). Esto ocurre debido a
que el VPPC es un fuerte inductor de los interferones de tipo I, siendo la fuente
celular principal las células dendriticas plasmocitoides. Se ha demostrado que al
menos in vitro, la expresion del gen ISG15 tiene lugar en respuesta a variantes
virulentas del VPPC. Recientemente también se observo la induccion de este gen
en las amigdalas en respuesta a la vacunacion con la vacuna China [171]. Estos
efectores antivirales se acumulan durante los 5 dias post vacunacion, generando
un estado antiviral en el hospedero e induciendo; por ejemplo, via RSAD2, una
respuesta inmune adaptativa. Si durante esta ventana de tiempo, una cepa
virulenta del VPPC intenta infectar al hospedero, la multitud de efectores
antivirales ya estan presentes dentro de la célula y pueden prevenir
inmediatamente la replicacion del virus y finalmente asistir en la prevencion del

establecimiento de la infeccion. Sin una vacunacion previa, se favorece
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principalmente la replicacion de la cepa virulenta del VPPC y aunque también se
induce la expresion de los efectores antivirales de interferon y 1ISG15, estos no
pueden competir con la velocidad de replicacion del virus y por tanto no son
capaces de controlar efectivamente la replicacion viral antes que las respuestas
adaptativas puedan ser activadas, conduciendo inevitablemente al desarrollo de
los sintomas clinicos [114]. En nuestro caso los niveles de IFN-a se
incrementaron tras la vacunacion alcanzando valores superiores a las 150
unidades/mL (Figura 9 A). En el caso de los animales desafiados a los 21 dpi se
observo que los niveles de la citoquina regresan a valores normales a partir del
dia 7 pi, aunque en uno de los animales para el dia 21 pi aun permanecian
cercanos a las 50 unidades/mL. Creemos que esto pudo deberse a que este
animal en particular estuviera atravesando algun proceso infeccioso no
relacionado con el estudio. De modo general la activacion rapida y transiente de
la inmunidad innata en términos de la respuesta de IFN-a contra el VPPC, puede
explicar la solida proteccion que brinda la vacuna, asi como su eficacia para el
control de la replicacion viral poco tiempo después de la vacunaciéon. Estos
resultados aportan evidencia acerca de los mecanismos implicados en la
proteccion de las vacunas contra la PPC en ausencia de una respuesta humoral
especifica. Sin embargo, aunque es deseable que se produzca una estimulaciéon
de la inmunidad celular mediada por los interferones tipo |, reportes previos han
demostrado que existe una relacion entre los niveles elevados de IFN-a y la

severidad de la enfermedad [99]. Niveles elevados de interferon alfa son
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caracteristicos de una enfermedad aguda y tienen una relacidén directa con la
virulencia de la cepa [172-174]. Independientemente del rol funcional de los
interferones durante la infeccion viral, la elevacion de sus niveles es
contraproducente pues no limita la replicacion viral y conducen al desarrollo de
la inmunopatologia asociada a la enfermedad. Este estado se caracteriza por una
severa deplecion linfocitaria, apoptosis de los linfocitos y trombocitopenia,
manifestandose clinicamente como una fiebre hemorragica viral [171]. Estos
sintomas fueron observados en los animales no vacunados de este estudio y se
correspondieron con niveles de IFN-a superiores cercanos a las 300 unidades/mL
luego de 4 dpd (Figura 9 B). Por el contrario, la variante vacunal protegio a los
animales contra esta respuesta exacerbada de IFN-a observada en el grupo
control.

La variante Thiverval también limitd la replicacion del virus del desafio en los
animales vacunados (Figura 10). Aun cuando algunos animales fueron positivos
a la deteccion de ARN en los fluidos a los 10 dpd, en todos los casos la carga
viral fue baja y no se pudo aislar en virus en cultivos celulares. Ademas, no se
detecto replicacion viral en las muestras de bazo de los animales vacunados en
el caso del grupo desafiado luego de 21 dpi, mientras que fue baja en el caso del
grupo desafiado a los 5 dpi. En las amigdalas y los linfonodos mesentéricos, la
carga de ARN de Margarita estuvo entre moderada y baja en ambos grupos
vacunados. En el caso del grupo desafiado a los 21 dpi es probable que la carga

viral sea el resultado de la exposicion prolongada al virus del desafio, debido al

115



contacto estrecho entre los animales vacunados y los contactos que estaban
expulsando grandes cantidades de virus. Considerando lo anterior, la variante
Thiverval protegio a los animales no solo del desafio inicial sino también del
“‘doble desafio” impuesto por los contactos.

Los resultados obtenidos tras la administracion de la vacuna aportan nueva
evidencia que favorece su administracion especialmente en regiones en las que
el VPPC permanece endémico. El grado de proteccion, en términos clinicos, de
induccion de respuesta inmunoldgica y de inhibicion de la replicacion viral con
solo 5 dias post vacunacion, no habia sido evaluado para esta variante. Para la
vacunacion de emergencia, la rapidez con la que la vacunacion previene la
diseminacioén del virus es de vital importancia. Este conocimiento es crucial para
la toma de decisiones con respecto al uso de la vacunacion en lugar de las
politicas de muerte por sacrificio. Nuestra investigacion indica que a los 5 dpi
todos los animales estan protegidos contra los sintomas clinicos de la
enfermedad, la viremia y la cantidad de virus presente en las secreciones y
organos es bajo. La variante vacunal induce una respuesta de anticuerpos capaz
de contener la diseminacion del virus desde los 14 dpi, pero aun en ausencia de
esta respuesta, la vacuna es capaz de proteger a los animales de los sintomas
clinicos. Investigaciones futuras deberian evaluar su capacidad de inhibir la
transmisibilidad del virus del desafio hacia animales en contacto y la induccion
de la respuesta celular. En zonas endémicas, ademas de la vacunacion deben

desarrollarse campafas bien disefiadas, sistematicas e intensivas, que incluyan
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meétodos diagndsticos eficaces, para lograr la erradicacidon de la patégeno.
Estudios posteriores deberian evaluar la efectividad de la administracion oral de
esta vacuna para proteger a la poblacion de cerdos salvajes de la enfermedad.
La persistencia del VPPC en este grupo es una amenaza continua, y la
vacunacion oral de esta poblacion de animales puede contribuir a disminuir la
incidencia de la enfermedad y por tanto reducir el numero de brotes en la

poblacion doméstica.

6.2 Rol del receptor CD46 en la infeccion in vitro por la variante Thiverval
del virus de la Peste Porcina Clasica.

La motivacion para investigar acerca del rol de CD46 en la infeccion por el VPPC
surge de una falta de evidencia clara respecto a este tema. La mayoria de los
estudios realizados evaluan la participacion de su homdlogo durante la infeccidon
por el VDVB. En bovinos el proceso in vitro implica la siguiente secuencia de
eventos: (i) en un inicio la proteina Erns del VDVB interactua con HS, (ii) luego
E2 se une a CD46 bovino, (iii) posteriormente tiene lugar la entrada del virus a la
célula a través de endocitosis mediada por receptor y dependiente de clatrina y
(iv) para finalizar, la acidificacion del endosoma induce la fusion y liberacion del
patogeno [175]. El VDVB también puede transmitirse a través de las uniones
celulares estrechas por mecanismos independientes de CD46, lo cual indica que
existen factores adicionales involucrados en su transmisién [176]. Ahora bien, en

cuanto a CD46 porcino, la evidencia respecto a su participacién en la infeccion
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por el VPPC esta sustentada solo por dos estudios, que ademas reportan
resultados contradictorios. Segun Drager y col. [78], CD46 porcino y HS
constituyen a nivel in vitro los factores principales de union del virus. Pero,
recientemente otro grupo de investigadores nego la participacion de la proteina
en la infeccion [93]. En esta tesis decidimos evaluar el efecto del bloqueo de la
proteina en la infeccion por la variante VPPC Thiverval, atenuada y adaptada a
cultivo celular, y compararla con Margarita, variante no adaptada a cultivo y
empleada en el desafio.

Para los experimentos de bloqueo se empled un suero hiperinmune anti CD46
generado luego de la inmunizacion con la proteina CD46 recombinante. El uso
de anticuerpos monoclonales tiene la desventaja de que, si el sitio de
reconocimiento de la molécula no es el mismo que el del virus, la infeccion podria
no verse afectada, lo cual tiene menos probabilidades de ocurrir cuando se
trabaja con anticuerpos policlonales. Previamente se ha reportado la generacion
de suero anti CD46 bovino para estudios similares [177].

La proteina rCD46his generada en este trabajo se expreso en el sobrenadante
de cultivo con rendimiento similar y pureza superior a los reportados para
proteinas como la Hormona de Crecimiento humano (107 mg/L y 82% de pureza)
en el mismo sistema de expresion [178]. Un factor determinante en estos
resultados fue la incorporacion del péptido sefal de Alboumina humana, el cual se
encuentra dentro de los mas utilizados para la expresion de proteinas complejas

en el sobrenadante [179, 180]. Para la expresion de la proteina se eligieron las
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células CHO-K1, por su capacidad de producir proteinas complejas con las
correspondientes modificaciones post-traduccionales, incluyendo el correcto
plegado de estas y la glicosilacion [181]. Hasta donde tenemos conocimiento,
nadie ha reportado la expresién de CD46 porcino en el sobrenadante de cultivo
de células superiores. La expresion de la proteina también sera util para
caracterizar, en experimentos posteriores, su interaccién con la proteina E2 del
VPPC. Esta caracterizacion estaba contemplada inicialmente en este trabajo, sin
embargo, no se pudo llevar a cabo debido al silenciamiento del constructo que
codificaba para la proteina E2 del virus. La purificacion de la proteina mediante
cromatografia de afinidad a iones metalicos a través del tag de Histidina permitio
su obtencion mayoritaria en la fraccion eluida con 40 mM de Imidazol (Figura
13). Se esperaba la elucion de la proteina a concentraciones de Imidazol
superiores a los 100 mM, y el resultado obtenido pareciera ser evidencia de una
débil union de la proteina a la matriz. En el disefio del vector las 6 Histidinas se
encuentran en el extremo C-terminal de la secuencia, y aunque es la localizacién
mas comunmente empleada, en el caso de esta proteina en particular, podria
ocurrir que durante el plegamiento este tag quede menos expuesto en la
superficie y por tanto sea menos accesible al ion inmovilizado. La proteina
rCD46his se expresé como 2 glicoformas (Figura 14), lo cual también ha sido
observado durante la produccion en células CHO de proteinas recombinantes
como el IFN-gamma [182]. Esto fue comprobado luego de la digestion con

PNGasa F al observarse que en condiciones desnaturalizantes la proteina migra
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como una banda unica (Figura 14, C). En ambas condiciones el tratamiento con
la enzima redujo el peso molar de la proteina, lo cual es indicativo de la presencia
de N-glicosilaciones. Se ha identificado la influencia de aminoacidos como la
Asparagina en la generacion de estados de transicion inestables y variaciones en
la ocupancia de los restantes sitios potenciales de glicosilacion [183].

La proteina fue empleada para generar un suero hiperinmune de origen murino
anti CD46, el cual reconocié a la proteina CD46 en células PBMC de cerdos no
infectados, con una eficiencia similar a la del anticuerpo monoclonal comercial
(Figura 17 B). Esto corroboré adicionalmente la identidad de la proteina
recombinante obtenida en este trabajo. Este suero fue empleado en los
experimentos de bloqueo de la infeccion por las variantes Thiverval (Figura 18)
y Margarita (Figura 19) del VPPC. La identificacién de las células infectadas
sugiere que en el caso de la variante Thiverval, tras la adaptacion a cultivo celular
esta ha desarrollado mecanismos de ingreso a la célula independientes de CD46.
Esto se asemeja a lo observado por Drager y col. [78], con la variante Roesrath
en donde el efecto del bloqueo de la proteina mediante anticuerpos tuvo un
menor efecto luego de la adaptacion a cultivo celular. El hecho de que el bloqueo
de todos modos afecte la infeccion es indicativo de que CD46 esta involucrado
en el proceso, aunque no resulta indispensable luego de la adaptacién del virus
a cultivo celular. Nuestros resultados se contradicen con lo reportado por
Cagatay, G.N. y col. [93] quienes en experimentos de infeccion realizados con un

grupo de células knockout para CD46, no encontraron que la proteina estuviera
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involucrada en la entrada del VPPC. Sin embargo, en este estudio no quedo claro
si las variantes empleadas habian sido adaptadas a cultivo celular, lo cual de
acuerdo con lo que se ha visto, tiene una alta incidencia en los mecanismos
empleados por el virus para su ingreso a la célula. También se debe tener en
cuenta que la proteina CD46 es objeto de empalme alternativo, y que el uso de
siRNA puede afectar de diferente modo a las isoformas generadas [184]. De
todos modos, dada la existencia de mecanismos de ingreso independientes de
esta proteina, no seria ilogico pensar que variantes del VPPC hayan desarrollado
mecanismos de ingreso totalmente independientes de CD46.

Otro tema relevante es la participacion de CD46 en la infeccion. ¢ Es el receptor
del virus, un co-receptor o solo una proteina de unién que facilita la interaccion
posterior que induce la entrada? En el caso del VPPC no existe una respuesta
definitiva al respecto. Lo unico que parece estar claro es que la entrada de este
pestivirus puede requerir de mas de una proteina, y al mismo tiempo ajustarse
rapidamente al uso de otras moléculas. El marcaje de CD46 en bovinos ha
permitido asociarla a los eventos de entrada del VDVB [175]. Se observo que
desempefia un rol importante durante el ingreso del virus, pero no tanto asi
durante su movilidad en la membrana, lo cual siguiere la presencia de factores
adicionales capaces de interactuar con el virus y dirigirlo hacia CD46. Sin
embargo, esto no ha sido abordado para el VPPC, aunque de estar ocurriendo
algo similar, HS pudiera encontrarse entre los factores que contribuyen a

concentrar a algunas variantes del virus en la membrana, facilitando su
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interaccion con el/los receptores de entrada. En el estudio de Drager y col. [78],
la inhibicion fue restaurada al emplear la variante adaptada a cultivo pero
realizando la incubacion previa con anticuerpos antiCD46 junto a un inhibidor de
la unidn a HS. Esta hipétesis ha sido corroborada parcialmente por la
identificacion de mutaciones en las proteinas estructurales tras la adaptacion del
virus a cultivo celular. En un estudio en donde se realiz6 un analisis de las
secuencias del genoma viral completo de Eystrup, un derivado recombinante del
VPPC con 10 pases en cultivo (vEy-37 VP10) se identificaron mutaciones en 2
nucledtidos en la secuencia codificante de Erns [185]. Estas mutaciones
generaron un cambio de Serina y Treonina por Arginina e Isoleucina en las
posiciones 476 y 477, respectivamente, de la glicoproteina Erns. Previamente se
ha reportado la misma mutacion del residuo Serina por Arginina en la posicion
476 de la poliproteina luego de los pases de un derivado de VPPC Brescia en
células SK-6 [58]. Estos autores mostraron que el cambio aminoacidico de Serina
por Arginina indujo al virus a emplear HS como un receptor en las células SK-6
[185]. Sin embargo, en el caso de Thiverval el analisis de su secuencia no reveld
la introduccion de ninguna mutacion en Erns. Lo que pudiera indicar que, en el
caso de esta variante, no es Erns quien favorece la interaccion con otras

proteinas de unién.
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6.3 Influencia de los cambios conformacionales de la E2 de Thiverval en la
interaccion con CD46

El analisis in silico de las mutaciones que tienen lugar en la proteina E2 nos
permite formular una hipotesis que explique los resultados de los experimentos
de bloqueo de la infeccion in vitro. Encontramos que estas mutaciones generan
una disminucién en la Kq de un modelo de interaccién E2-CD46 en el caso de
Thiverval, en comparacion con el modelo generado para Margarita (Figura 24).
Consideramos que esto podria traducirse en una menor eficiencia de interaccion
con CD46 y a su vez en el desarrollo de mecanismos de ingreso a la célula
independientes a esta proteina. Se ha observado, por ejemplo, en el caso del
virus del sarampidn, que una mutacion de Asparagina por Tirosina es suficiente
para explicar la menor afinidad por CD46, receptor empleado por este virus para
infectar a las células humanas [186]. En el caso de Thiverval una de las
mutaciones encontradas, la D855F, se encuentra en una zona previamente
identificada como importante para la interaccion del virus con su receptor en la
membrana de las células. Por lo que existe la posibilidad que esta mutacion, que
ademas genera un cambio importante en el potencial electrostatico de la zona
(Figura 23), pudiera estar implicada en la disminucion de la afinidad por CD46.
Estudios mas detallados han demostrado que los sitios de interaccion para los
receptores celulares en las glicoproteinas virales se solapan al menos de forma
parcial y que la alteracién de un solo aminoacido puede ser suficiente para

cambiar las preferencias por un determinado receptor [186]. Creemos que la
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influencia de esta mutacién podria ser evaluada con mayor profundidad
empleando herramientas como la mutagénesis sitio dirigida. Las otras dos
mutaciones encontradas en la proteina, P791L y L1059Q bien podrian estar
relacionadas con la ganancia de afinidad por algun otro receptor. En el caso del
virus de la fiebre amarilla (VFA) se ha observado que las mutaciones que tienen
lugar luego de la atenuacion son responsables de un cambio en la entrada a la
célula dependiente de clatrina a un mecanismo independiente de esta a través
del uso de un receptor diferente [187]. Se cree que estos mecanismos de entrada
diferentes dan cuenta, en el caso del VFA, de las diferencias observadas en la
respuesta inmunologica que generan la variante nativa y la atenuada.

Los resultados obtenidos in vitro e in silico constituyen una base para profundizar
en como las mutaciones en las proteinas virales involucradas en el proceso de
entrada podrian modificar este evento y eventualmente, estar relacionadas con
la atenuacion viral. Los analisis in silico aqui realizados constituyen tan solo una
aproximacion primaria al estudio de los mecanismos moleculares que podrian
estar implicados en la atenuacién de esta variante. El marcaje de las proteinas
virales y del receptor y la introduccion de mutaciones sitio dirigidas en los
dominios implicados en la interaccion virus-receptor, son algunos de los métodos
que podrian ayudar a dilucidar mejor los eventos moleculares que permiten la
entrada del VPPC a la célula. La existencia de mecanismos de entrada
independientes de CD46 demuestran que el proceso de entrada de los pestivirus

es mas diverso de lo que se alcanza a imaginar y que el VPPC puede haber
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desarrollado mecanismos de infeccion que difieren de los descritos hasta el

momento para otros miembros del género Pestivirus.

125



7. CONCLUSIONES

1. La formulacién vacunal basada en la variante Thiverval del virus de la Peste
Porcina Clasica confiere proteccion contra los signos clinicos de la enfermedad y
la viremia cuando se administra 5 dias antes del desafio con 10° TCIDso de

Margarita, variante altamente virulenta del VPPC.

2. La variante Thiverval se replica preferentemente en los 6rganos linfaticos
primarios y no genera viremia ni es detectada en el suero, secreciones o tejidos

de los animales en contacto.

3. La variante Thiverval emplea CD46 como receptor durante la entrada a la
célula pero al mismo posee mecanismos de ingreso independientes de esta

proteina.

4. La mutacion de D855F en la E2 de Thiverval parece ser responsable de la

reduccion en la afinidad por el receptor CD46.
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8. RECOMENDACIONES

1. Estudiar y caracterizar la inmunidad celular inducida por la variante Thiverval

del VPPC.

2. Caracterizar la interaccion de las proteinas E2 de las variantes Thiverval y

Margarita con CDA46.
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11.

12.

13.
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