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RESUMEN

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) representa un importante desafio a nivel
productivo debido a su caracter endémico a nivel mundial. La infeccién por el VDVB es
altamente prevalente en la Argentina y provoca pérdidas econémicas para la industria
lechera y ganadera, asociadas mayormente a problemas reproductivos. La enfermedad
provocada por el VDVB se presenta con una variada signologia que puede ir desde un
curso subclinico a cuadros agudos hemorragicos cuyo desenlace suele ser fatal. A esto se
suma el efecto inmunosupresor del VDVB que predispone a infecciones bacterianas y
parasitarias que pueden comprometer la vida del animal.

El VDVB pertenece a la familia Flaviviridae, género Pestivirus y esté representado por 3
genotipos: VDVB-1, VDVB-2 y VDVB-3 o “Virus HoBi-like”. A su vez, este agente puede ser
clasificado segun su biotipo en citopatico (CP) y no citopéatico (NCP). Una caracteristica
fundamental del VDVB es su capacidad de generar infecciones persistentes. El nacimiento
de animales persistentemente infectados (PI) tiene lugar cuando las hembras prefiadas se
infectan con una cepa NCP del VDVB entre los dias 30 y 150 de gestacion. Estos individuos
no son capaces de montar una respuesta inmune y eliminan grandes cantidades de virus
en todas las excreciones y secreciones. Actualmente se proponen dos medidas principales
para el control de la enfermedad: la deteccion y eliminacién de animales PI, y la posterior
vacunacion de todo el rodeo no PI. La primera medida es recibida con fuerte resistencia por
parte de los productores. Por otro lado, la inmunidad que confieren las vacunas que se
encuentran en el mercado requiere mas de dos semanas para desarrollarse e incluso de
mas de una dosis, siendo dudosa su eficacia en presencia de inmunidad materna. A estos
inconvenientes se suma que la mayoria de las formulaciones comerciales no brindan
cobertura contra todas las cepas del virus que circulan en el campo.

Para complementar el conjunto de herramientas para el control del VDVB se precisan
antivirales que puedan prevenir la dispersién viral y evitar la inmunosupresion. Los
antivirales podrian utilizarse en casos de brotes 0 como preventivo antes de ciertas
maniobras como el transporte, encierro, inseminaciones, introduccion de nuevos animales,
etc. En este trabajo proponemos el uso de Interferones (IFNs) ya que son antivirales
naturales, de sencilla produccién y amplio espectro. En contraste con la respuesta inmune
adaptativa, los mecanismos innatos de defensa inmune mediados por los IFNs son
inmediatos, y resultan operativos incluso en las primeras etapas de desarrollo intrauterino.
La administracion de IFNs como agentes bioterapéuticos es una medida efectiva para el
tratamiento de varias infecciones virales. Tradicionalmente, en terapias desarrolladas para
humanos, se ha utilizado el IFN de tipo | (IFN-a). Este estd siendo actualmente
reemplazado, dada su toxicidad hematoldgica, por el IFN de tipo Il (IFN-A). El efecto
antiviral de esta Ultima citoquina es idéntico al del IFN-a pero localizado en epitelios,
principalmente en mucosas, sin efecto sobre las células sanguineas. La familia del IFN-A
se encuentra conservada en bovinos y el tratamiento con IFN-A3 ha mostrado ser eficaz en
controlar la infeccion oronasal por el virus de la fiebre aftosa (VFA). No se ha estudiado la
aplicacion terapéutica ni la funcionalidad del IFN-A3 contra otros virus que afectan la
produccion ganadera.
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Este trabajo plantea las siguientes hipoétesis: “El IFN-A3 bovino posee actividad antiviral
contra el VDVB”; y “El IFN-A3 bovino recombinante es un candidato para ser utilizado como
bioterapéutico en infecciones con el VDVB”. Para contrastar estas hipétesis, hemos clonado
y expresado el IFN-A3 y el IFN-a bovinos en células de mamifero en cultivo y evaluamos su
actividad antiviral frente a distintas cepas del VDVB tanto in vitro como in vivo para
comprobar su potencial uso como bioterapéutico en bovinos.

Los IFN recombinantes (IFNr) producidos en sobrenadantes de células HEK293T
transfectadas fueron cuantificados en funcion a las unidades activas determinadas sobre
un virus de referencia y utilizando un ensayo reportero de actividad basado en células de
rifidn bovino Madin-Darby T2 (MDBK-T2) transfectadas en forma estable con el promotor
del gen Mx rio arriba del ORF para la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). Para establecer
la sensibilidad de cepas de campo y de referencia del VDVB a los IFNr, desarrollamos una
técnica de alto rendimiento aplicable a cepas CP y NPC. Se trata de un ELISA en células
gue permite la medicion directa de la infeccion detectando una proteina no estructural del
virus en microplacas de cultivo celular, sin necesidad de cosechar las células. Utilizando
este ensayo estimamos la concentracion inhibitoria 50% para cada IFNr utilizando seis
cepas de VDVB de diferente biotipo y genotipo, verificando que las cepas CP son mas
susceptibles a ambos IFNr que las NCP vy, particularmente, las cepas NCP de tipo 2
resultaron mas sensibles al IFN-A.

La actividad de los IFNr fue evaluada luego in vivo, en un modelo murino de virulencia
desarrollado en nuestro laboratorio, en el que ratones de la cepa BALB/c infectados con
cepas del tipo 2 del VDVB desarrollan viremia a los 4 6 7 dias post infeccién (dpi), segun la
virulencia de la cepa. La cepa de alta virulencia suprimié6 ademas la respuesta pro-
inflamatoria en estos animales. A juzgar por nuestros resultados, el tratamiento de los
ratones infectados con la cepa 98-124 (de baja virulencia) con IFNr murinos comerciales
mostré que el IFN-A fue mas eficiente en prevenir la infeccion mientras que el IFN-a evito la
viremia. Experimentos de tratamiento combinado con dos dosis de IFN pre y post infeccion,
combinando el uso de ambos IFNs, revelé que el tratamiento con IFN-A antes de la infeccién
seguido luego por IFN-a fue efectivo en controlar la viremia en los ratones. Ademas, el
tratamiento pre y post-infeccion con IFN-A resultaba igualmente protector. La limitacién de
la replicacion del VDVB se verifico ademas por la ausencia de TNF-a sistémico. Estos
resultados entonces indicaron que el IFN-A resultaba efectivo contra el VDVB in vivo, y que
no era necesario combinarlo con IFN-a.

Para evaluar el uso de nuestros IFNr en bovinos establecimos primero la inocuidad de los
mismos sobre células sanguineas bovinas (ex vivo) donde ambos IFNs mostraron ser
seguros a las dosis de uso propuestas, a pesar de que el IFN-a causé apoptosis de células
inmunes bovinas a dosis altas. La determinacién de la inocuidad posolégica se realizd
directamente en los animales mediante el control de parametros hematoldgicos durante 14
dias post-inoculacion, revelando la ausencia de toxicidad con las diferentes dosis de IFN-
Ar evaluadas. A partir de estos resultados se realiz6 una prueba de concepto en terneros
para evaluar la factibilidad de la utilizacion de IFN-Ar frente a la infeccion con una cepa de
baja virulencia aislada en la provincia de Buenos Aires, del genotipo 2 y biotipo NCP,
ampliamente caracterizada en nuestro laboratorio. Se seleccionaron para el estudio 6
terneras libres del VDVB, que fueron infectadas con la cepa antedicha. Cuatro de ellas
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fueron inoculadas por via sub-cutanea con dos dosis de IFN-Ar dos dias previos a la
infeccidn y dos dias posteriores a la misma, mientras que las otras dos terneras recibieron
tratamiento placebo (medio de dilucién). Los animales infectados-no tratados desarrollaron
enfermedad clinica con sintomas respiratorios entre los 2 a 4 dias post-infeccién,
detectdndose también viremia y excrecion viral a través de secreciones nasales. Los
animales del grupo tratado con IFN-Ar no desarrollaron enfermedad ni presentaron signos
clinicos. En tres de ellos no de detecto viremia ni excrecion viral nasal. Un individuo de este
altimo grupo present6 viremia y excrecion viral pero con valores menores a los del grupo
no tratado.

Hemos desarrollado un antiviral seguro y eficaz, IFN-A3 bovino recombinante, demostrando
la factibilidad de su potencial utilizacion para la prevencién y el tratamiento de las
infecciones por el VDVB. Comprobamos el efecto antiviral del IFN-Ar sobre cepas de campo
y de referencia in vitro, como asi también su inocuidad y eficacia en bovinos contra una
cepa de campo Argentina del genotipo 2, biotipo NCP. Ademas, establecimos un modelo
raton de viremia por el VDVB, de gran utilidad para los estudios in vivo con este virus.
Desarrollamos una técnica novedosa, que consiste en un ELISA en células que utiliza un
anticuerpo detector contra una proteina conservada no estructural que puede ser
potencialmente aplicable para medir con precision la infectividad de cualquier cepa viral,
independientemente de su capacidad de causar la muerte de células en cultivo.

Este trabajo constituye la primera evidencia experimental del potencial bioterapéutico del
IFN-A bovino contra el VDVB in vivo, abriendo una nueva perspectiva enfocada en el uso
de antivirales biolégicos econémicos, biodegradables y seguros para reducir la incidencia
de las infecciones virales en animales en ambitos productivos. La aplicacién de esta
herramienta podria impactar indirectamente en la disminucién del uso de antibi6ticos al
decrecer la tasa de infecciones bacterianas que devienen de las infecciones virales
inmunosupresoras.

PALABRAS CLAVE: diarrea viral bovina; terapia antiviral; interferones; interferén lambda
bovino.

12



ABSTRACT

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) represents a major challenge at a productive level due
to its endemic nature almost worldwide. BVDV infection is highly prevalent in Argentina,
causing economic losses for the dairy and livestock industry, mostly associated with
reproductive problems. The disease caused by BVDV presents with a varied signology that
can range from a subclinical course to acute hemorrhagic symptoms with usually fatal
outcome. BVDV also causes immunosuppression that predisposes the infected animal to
bacterial and parasitic infections.

BVDV belongs to the Flaviviridae family, genus Pestivirus and is represented by 3
genotypes: VDVB-1, VDVB-2 and VDVB-3 or "HoBi-like virus". In turn, this agent can be
classified according to its biotype in either cytopathic (CP) and non-cytopathic (NCP). A
fundamental characteristic of VDVB is its ability to generate persistent infections. The birth
of persistently infected animals (PI) occurs when the pregnant females become infected with
a NCP strain of the BVDV between days 30 and 150 of gestation. These individuals are not
able to mount an immune response and eliminate large amounts of virus in all excretions
and secretions. Currently, two main measures are proposed for the control of the disease:
the detection and segregation of Pl animals, and the subsequent vaccination of the entire
non-Pl herd. The immunity conferred by vaccines that are on the market requires more than
two weeks to develop and even more than one dose, moreover, its efficacy is non-optimal
in the presence of maternal immunity.

An additional disadvantage is that most of the commercial formulations do not provide
coverage against all virus strains circulating in the field.
To complement the set of tools for VDVB control, antivirals are needed that can prevent viral
dispersion, avoiding immunosuppression. Antivirals could be used in cases of outbreaks or
as preventive before certain maneuvers such as transport, confinement, insemination,
introduction of new animals, etc. In this work we propose the use of Interferons (IFNs) since
they are natural antivirals, of simple production and broad spectrum. In contrast to the
adaptive immune response, the innate mechanisms of immune defense mediated by IFN
are immediate and functional even in the early stages of intrauterine development. The
administration of IFNs as biotherapeutic agents is an effective measure for the treatment of
several viral infections. Traditionally in therapies developed for humans, type | IFN (IFN-a)
has been used, which is currently being replaced due to its hematological toxicity, by type
I IFN-A. IFN-A"s antitiviral effect is identical to IFN-a but localized in epithelia, without effect
on blood cells. The IFN-A family is conserved in cattle and treatment with IFN-A3 was
successful in controlling oronasal infection with foot-and-mouth disease virus (FMDV). The
therapeutic application or functionality of IFN-A3 to other viruses affecting livestock
production has not been studied.

This work proposes the following hypotheses: "Bovine IFN-A3 has antiviral activity against
BVDV"; and "recombinant bovine IFN-A3 is a candidate to be used as a biotherapeutic agent
against BVDV infections". To test these hypotheses, we have cloned and expressed the
bovine INF-A3 and IFN-a in a recombinant system and evaluated their antiviral activity
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against different strains of BVDV both in vitro and in vivo to determine their potential use as
biotherapeutics.

The recombinant IFNs (rIFN) produced in supernatants of transfected HEK293T cells were
guantified in active units determined on reference viruses and also using a reporter assay
of activity based on Madin-Darby bovine kidney cells (MDBK) stably transfected with an MxA
promoter upstream of the ORF for chloramphenicol acetyltransferase (CAT). To establish
the sensitivity of VDVB field and reference strains to the rIFN, we developed a high-
throughput technique applicable to CP and NPC strains. It is an in-cell ELISA that allows the
direct measurement of the infection by detecting a non-structural protein of the virus in
cultured cell in microplates, without the need to harvest the cells. Using this assay, we
estimated the 50% inhibitory concentration for each rINF using six strains of BVDV of
different biotype and genotype, verifying that the CP strains are more susceptible to both
rIFN than the NCP and, particularly, the NCP type 2 strains were more sensitive to IFN-A.
The activity of the rIFN was then evaluated in vivo, in a murine model of virulence developed
in our laboratory, in which BALB/c mice infected with type 2 strains of the BVDV develop
viremia at 4 or 7 days after infection. (dpi), according to the virulence of the strain. The high
virulence strain also suppressed the pro-inflammatory response in these animals. Treatment
of mice with commercial murine rIFN showed that IFN-A would be more efficient in
preventing infection while IFN-a would prevent viremia. Experiments of combined treatment
with two doses of antiviral pre-and post-infection, combining the use of both rIFN, revealed
that the treatment with IFN-A before the infection followed then by IFN-a was effective in
controlling the viremia in the mice, and that a pre- and post-infection treatment with IFN-A
was equally protective. These results then indicated that rIFN-A was effective against BVDV
in vivo, and that it would not be necessary to combine it with IFN-a.
In order to evaluate the use of our rIFNs in cattle, we first established their safety on bovine
blood cells (ex vivo). Both rIFNs were safe at the proposed usage doses, despite the fact
that IFN-a caused apoptosis of immune cells when tested in very high doses. Safety studies
were carried out directly in the animals by assessing several hematological parameters post-
inoculation, with satisfactory results. We then performed a proof-of-concept experiment in
calves to evaluate the antiviral activity of rIFN-A against infection with an Argentinean field
strain (genotype 2, NCP) isolated in Buenos Aires province, which had been extensively
characterized in our laboratory. Six BVDV free calves, which were infected with the above
strain, were selected for the study. Four of them were inoculated subcutaneously with two
doses of rIFN-A two days before infection and two days after infection, while the other two
calves received placebo treatment (dilution medium). The untreated-infected animals
developed clinical signs of respiratory disease between 2 and 4 days post-infection, viremia
and viral excretion through nasal secretions were also detected. All the animals of the RIFN-
A treated group did not develop disease, none of them showed clinical signs. Three of them
did not even present viremia or shedding.

Only one individual of the latter group presented viremia and shedding with lower values
than those of the untreated group.
We have developed a recombinant IFN-A, a safe and effective antiviral, and demonstrated
its potential use for the prevention and treatment of BVDV infections. We verified its antiviral
effect against field and reference strains in vitro, as well as its innocuity and efficacy in cattle
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against an Argentinean field strain. We have established the BVDV mouse model of viremia
which is very useful for studies with this virus in vivo. We developed a novel technique,
consisting of an In-cell ELISA that uses a detector antibody against a conserved non-
structural protein that can be potentially applicable to accurately measure the infectivity of
any viral strain, regardless of its abilty to cause cell death in culture.
This work constitutes the first experimental evidence of the activity of bovine IFN-A as a
biotherapeutic tool against BVDV in vivo, opening a new perspective focused on the use of
economic, biodegradable and safe biological antivirals to reduce the incidence of viral
infections in animals in productive environment .

The application of this tool could indirectly impact the decrease in the use of antibiotics by
decreasing the rate of bacterial infections that result from immune-suppressive viral
infections.

KEY WORDS: bovine viral diarrhea; antiviral therapy; interferons; bovine interferon lambda
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TABLA DE ABREVIATURAS

ABTS Acido 2,2'-Azino-Bis (3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico) Diamonio

ADN Acido Desoxirribonucleico

ADNCc Acido Desoxirribonucleico Copia

ARN Acido Ribonucleico

ARNdc Acido Ribonucleico Doble Cadena

BHK-21 Del Ingles "Baby Hamster Kidney"

CAT Cloranfenicol-Acetil-Transferasa

CD Células Dendriticas

CE50 Concentracion Efectiva 50

CMH-| Complejo Mayor De Histocompatibilidad De Tipo |

CMH-II Complejo Mayor De Histocompatibilidad De Tipo Il

CMSP Células Mononucleres De Sangre Periférica

CP Citopatico

CPA Células Presentadoras De Antigenos

DE Desvio Estandar

DITC50/ml | Dosis Infectiva De Tejidos 50

DO Densidad Optica

dpi Dias Post Infeccion

dpv Dias Post-Vacunacién

ECP Efecto Citopatico

ELISA Del Inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay "Ensayo Por
Inmunoabsorcion Ligado A Enzimas"

HEK293T Del Ingles "Human Embrion Kidney 293"

His-Tag Etiqueta de Histidinas

hs Horas

IFD Inmunofluorescencia Directa

16



IFN Interferdn

IFNr Interferon/Es Recombinante/S

IFN-a Interferon Alfa

IFN-ar Interferén Alfa Recombinante

IFN-y Interferon Gamma

IFN-A Interferon Lambda

IFN-Ar Interferén Lambda Recombinante

INFs Interferones

INTA Instituto Nacional De Tecnologia Agropecuaria
P Infeccion Persistente

ip Intraperitoneal

ISGs Del Inglés "Genes Estimulados Por Interferon”
IT Infeccion Transitoria

MDBK Del Ingles Madin Derby Bovine Kidney
MEM-D Del Ingles Modified Eagles Medium By Dulbecco
min Minutos

MOl Multiplicidad de Infeccion

NCP No Citopéatico

NK Del Ingles "Natural Killer"

OAS Oligo-Adenilato-Sintetasa

ORF Del Ingles "Open Reading Frame"

pb Pares de Bases

PFA Para-Formaldehido

Pl Persistentemente Infectado

PMS (N-Metil Dibenzopirazina Metil Sulfato)
PTC12 Phenyl Thiophene Carboxamide Derivado 12
RFB Rifion Fetal Bovino

RIG-1 Gen Inducido Por Acido Retinoico

17



RPMI Medio De Cultivo RPMI 1640

SC Score Clinico

sc Subcutaneo

seg Segundos

SFB Suero Fetal Bovino

SN Seroneutralizacion

SNE Suero Normal Equino

TI Transitoriamente Infectado
TNF-a Factor De Necrosis Tumoral Alfa
TSC Thiosemicarbazona Derivada De 5,6-Dimethoxy-1-Indanone
UFP Unidades Formadoras De Placa
UTR Del Ingles "Unstranslated Region”
VDVB Virus De La Diarrea Viral Bovina
VFA Virus De Fiebre Aftosa

VHB Virus De La Hepatitis B

VHC Virus De La Hepatitis C

VSV Virs De La Estomatitis Vesicular
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INTRODUCCION

INTRODUCCION
ETIOLOGIA

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) es un agente infeccioso responsable de producir
grandes pérdidas econdmicas en el ganado bovino a nivel mundial. El VDVB pertenece a
la familia Flaviviridae, género Pestivirus. Infecta rumiantes domésticos y salvajes, cerdos y
jabalies [1]. Los virus del género Pestivirus tienen un didmetro de 40-60 nm y se catalogan
entre los virus de menor tamafio.

A partir del “Flaviviridae Study Group” perteneciente al Comité Internacional de Taxonomia
Viral, han surgido recientes propuestas para revisar la taxonomia del género pestivirus con
el fin de incluir siete especies adicionales. Se propone un sistema de denominacion
uniforme en donde cada especie sera representada con una letra mayuscula. Las Cuatro
especies ya existentes reciben las siguientes denominaciones: Pestivirus A (Virus de la
Diarrea Viral Bovina tipo 1), Pestivirus B (Virus de la Diarrea Viral Bovina tipo 2), Pestivirus
C (Virus de la Fiebre Porcina Clasica) y Pestivirus D (Virus de la Enfermedad de la
Frontera). Se han asignado letras a 7 nuevos pestivirus segun la especie animal que afectan
siguiendo un orden alfabético, aunque con algunas variaciones para hacerlo mas sencillo
de recordar como por ejemplo: Pestivirus G a los pestivirus de Jirafas por su nombre en
Inglés Girraffe [1]. Esta revision agrupa 11 especies de Pestivirus (A-K).

HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad causada por el VDVB fue descripta por primera vez en 1946 junto con el
aislamiento del virus a partir de un bovino enfermo [2]. Fue caracterizada por producir
leucopenia, hipertermia, depresion, diarrea y deshidratacion, anorexia, salivacion,
descargas nasales, erosion gastrointestinal y hemorragias en varios tejidos.

En 1957 se descubrié que el agente viral aislado no era citopatico in vitro [3], pero luego en
1960 Gillespie y colaboradores [4] reportaron el primer aislamiento de una cepa CP que
permiti6 el desarrollo de ensayos de seroneutralizacién (SN), entre otros.

El VDVB es un patégeno que ocasiona pérdidas econdmicas para la industria ganadera
nacional [5] y mundial, principalmente debido a complicaciones reproductivas [6, 7]. La
infeccion por el VDVB puede ser aguda subclinica, clinica, fatal (sindrome denominado
“Enfermedad de las Mucosas”) o causar cuadros reproductivos de infertilidad, abortos y
anomalias congénitas[8, 9]. La infeccion de hembras prefiadas entre los 30 y 150 dias de
gestacion es de alta relevancia epidemioldgica ya que el ternero nace inmunotolerante a la
cepa infectante y presenta una infeccion persistente (IP) que mantiene la circulacion viral
en el rebafio [10].

MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA VIRAL

El VDVB es un virus envuelto, caracteristica que lo hace susceptible a la inactivacion
mediante solventes y detergentes. Cuenta con un genoma de ARN de cadena simple en
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sentido positivo [11] de 12,3 Kb que presenta un marco de lectura abierto (ORF) flanqueado
por regiones no traducidas (UTR), que traduce una poli-proteina de alrededor de 4000
amino&cidos. Esta poliproteina da lugar a proteinas estructurales y no estructurales: C,
Erns, E1, E2, Npro, p7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B [12] (Figura 1). El extremo
5UTR es una parte altamente conservada del genoma viral y comprende un sitio para el
acoplamiento ribosomal implicado de manera esencial en la traduccién de la poliproteina
viral [13][14].

Proteinas Capside
A estructurales 5
AN .

Envoltura ¥
lipoproteica

S'UTR Cap NS4b

Figura 1. (A) Representacion esquemética del VDVB y (B) ORF del genoma de
VDVB y las proteinas para las que codifica. J.D. Neill et al. 2013

La replicacion del ARN gendmico ocurre en el citoplasma de la célula huésped. Las
proteinas virales, generadas a partir del procesamiento de la poliproteina traducida,
participan de la replicacién viral. Dicha etapa se lleva a cabo a través de un complejo de
replicacion, compuesto por ARN viral y proteinas no estructurales, en asociacion con las
membranas intra-citoplasmaticas. El proceso comienza con la sintesis de cadenas
negativas complementarias que son utilizadas como molde. Las particulas virales son
ensambladas y envueltas en membranas intracelulares, transportadas en vesiculas
citoplasméticas a través de la via secretoria y liberadas por exocitosis [15].

PROTEINAS VIRALES

La cépside posee una estructura icosaédrica formada por una Unica proteina (proteina
capsidal “C”), limitada por una envoltura conformada por 3 glicoproteinas de membrana E1,
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E2y Erns. La proteina C se encuentra altamente conservada entre los miembros del género
pestivirus al igual que la Erns, una proteina glicosilada con actividad ribonucleasa que
degrada activamente el ARN de simple y doble cadena. Aunque no esté del todo dilucidado
el rol de la Erns dentro del ciclo de replicacién viral, se cree que cumple una funcién
importante en la limitacién de la respuesta inmune del hospedador y su presencia es un
indicador de la infeccion viral [16]. Las proteinas E1 y E2 son necesarias para la entrada
del virus a la célula. La E2 es una glicoproteina inmunodominante y posee epitopes
neutralizantes. Se han producido diferentes anticuerpos monoclonales contra esta Ultima
proteina para identificar las diferentes cepas virales [17].

La primera proteina no estructural traducida del ARN viral se la denomina “Npro” y es Unica
dentro del género pestivirus. Tiene actividad autoproteasa y puede clivarse a si misma de
la poliproteina. Se demostrd que in vivo bloquea la produccion de interferén (IFN) de tipo |
enviando a degradacion proteosomal al IRF-3, un importante inductor de la produccién de
IFN en células infectadas [18], [19]. La proteina p7 es pequefia y se escinde de manera
ineficiente de la proteina E2, es por eso que en células infectadas puede hallarse como p7
libre 0 como E2-p7. Las proteinas NS2 y NS3 son traducidas inmediatamente luego de p7.
Su clivaje es posible gracias a la actividad proteasa de la NS2. La NS3 tiene 2 actividades
enzimaticas: una de ellas es la funcion serin-proteasa necesaria para la viabilidad viral y,
ademas, tiene un dominio ARN-Helicasa que participa en la replicacion de ARN viral. Es
una proteina que se encuentra altamente conservada y su presencia es un indicador de
infeccion. La NS4A es un cofactor de la serin-proteasa NS3 [17].

Las proteinas NS5A y NS5B pueden estar presentes en las células infectadas como formas
independientes o sin clivar. La NS5B funciona como ARN polimerasa ARN dependiente,
siendo la principal proteina en la replicacion del ARN genémico [20].

GENOTIPOS Y BIOTIPOS VIRALES

El VDVB se clasifica en dos genotipos: VDVB-1y VDVB-2, seglin la secuencia genética de
la region 5’UTR y de las secuencias codificantes para Npro y E2 [21]. Dentro del VDVB-1
se han descripto 21 sub-genotipos diferentes (1a-1u) [22] y dentro del VDVB-2 hay 4 sub-
genotipos (2a-2d) [23]. El VDVB es endémico a nivel mundial, prevaleciendo diferentes
genotipos segun las distintas regiones geogréaficas [22]. Recientemente, una nueva
variante, denominada VDVB-3 o “Virus HoBi-like”, ha sido aislada en paises como Brasil,
Italia, Tailandia e India, entre otros [24]; este patdgeno genética y antigénicamente
relacionado con el VDVB-1 y 2 causa una enfermedad similar a la tradicionalmente
asociada con el VDVB. El VDVB-3 no ha sido aislado en Argentina hasta el momento. Sin
embargo, a partir de muestras bubalinas del noreste argentino se ha encontrado evidencia
seroldgica de la circulacion de esta variante viral [24].

El genotipo mas frecuentemente reportado a nivel mundial es el 1b, seguido del 1lay 1c.
Considerando los continentes de manera individual, VDVB-1b es el sub-genotipo
predominante en las Américas, Asia y Europa. En cambio, el 95,9% de los aislamientos de
campo en Australia fueron clasificados como VDVB-1c [22].
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El genotipo 1 incluye los aislamientos clasicos que son usados comdnmente como cepas
de referencia y vacunales. El genotipo 2 incluye cepas asociadas a una alta mortalidad,
infecciones agudas y trombocitopenia [25]. A pesar de que ambos genotipos pueden
provocar enfermedad, los casos mas severos son comunmente atribuidos al VDVB-2 [26].
La variabilidad genética descripta para VDVB-1 y VDVB-2 dificulta el control de la
enfermedad ya que el diagnéstico y la vacunacién pueden funcionar correctamente para
cepas homologas entre si, pero resultar menos eficaz en virus genéticamente diferentes.
El VDVB presenta dos biotipos, citopatico (CP) y no citopatico (NCP), segun el
comportamiento del virus en cultivo de células. Ambos biotipos pueden causar enfermedad
en los bovinos, sin embargo, la mayoria de las cepas circulantes en los rodeos pertenecen
al biotipo NCP. El biotipo CP ha sido aislado Unicamente en conexién con brotes de
Enfermedad de las Mucosas. Los virus CP son el resultado de ciertos cambios en la
secuencia codificante de la proteina NS2/3, a partir de varias recombinaciones no-
homologas, que produce el clivaje de NS2/3 en NS2 y NS3. Esta alteracion genémica
genera la produccion ilimitada de NS3 durante el ciclo de replicacion viral. Algunas cepas
CP aisladas han presentado cambios gendmicos en la proteina Npro, C y NS4B [17]. Las
cepas CP no son mas patogénicas que las NCP como su nombre podria sugerir. Las cepas
NCP tienen tropismo por los leucocitos, 6rganos linfoides y tracto respiratorio, mientras que
las cepas CP estan en general restringidas al tracto digestivo [27].

PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

El VDVB produce una amplia variedad de manifestaciones clinicas que van desde estados
subclinicos de la enfermedad hasta cuadros severos pudiendo ocasionar incluso la muerte.
Estas diferentes presentaciones de la enfermedad son producto de la interaccion de
factores tales como cepa y biotipo viral, edad y estado inmune del hospedador, respuesta
inmune inducida, prefiez y periodo de la misma, factores estresantes y otros factores
concurrentes. Una particularidad importante a destacar del VDVB es la capacidad de causar
inmunosupresiéon en el animal infectado y tornarlo mas susceptible a contraer infecciones
secundarias. Por este motivo, ha sido reportado que algunas enfermedades ven
incrementada su frecuencia en los rodeos en los que esta presente el VDVB, algunos
ejemplos son Rotavirus, Coronavirus, Salmonella, Pasteurella, Herpesvirus Bovino, etc [28].
Los animales infectados presentan leucopenia que segun la virulencia de la cepa infectante
puede extenderse entre cuatro y veinte dias [21].

Virus monocitotropicos como VDVB son capaces de infectar células presentadoras de
antigeno y sus efectos dependen de la poblacion celular infectada. Células dendriticas (CD)
y monocitos son susceptibles a la infeccion con VDVB CP y NCP [29]; sin embargo, solo
los monocitos sufren lisis celular cuando estan infectados con VDVB CP. El mecanismo por
el cual la CD sobrevive a la infeccién por VDVB CP aun no esta completamente claro, sin
embargo se ha sugerido que la infeccién de las CD con VDVB podria interferir con su
funcionalidad [30] ya que se observa supresion de la respuesta inmune e induccion de
apoptosis sin infeccion de los linfocitos. Se ha demostrado que las variantes CP y NCP de
VDVB tienen diferente capacidad de infectar y replicar en CD [31]. Las células dendriticas
de ganglios linfaticos, las cuales constituyen la poblacibn mas importante de células
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presentadoras de antigenos (CPA), no se afectaron en su capacidad de presentar
antigenos a las células Th o expresar MHC Il en su superficie luego de la infeccion con la
cepa PE515 CP 6 NCP aislada previamente de un caso de enfermedad de las mucosas
[30]. Nuestro grupo ha demostrado que la incapacidad de las CD infectadas de presentar
otros antigenos se mantiene durante las primeras 24h posteriores a la infeccion [29].
Monocitos infectados in vitro con las cepas NY-1 NCP 6 NADL CP por 1 hora, mostraron
un aumento en los niveles del ARN mensajero (ARNm) de TLR-3. Sin embargo, después
de 24 horas post infeccion, fue predominante el aumento del ARNm de TLR-7 [32]. En ese
estudio también se pudo observar un incremento de factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
después de 1 hora de infeccién con la cepa CP, pero llamativamente luego de infectar
monocitos con virus CP 6 NCP por 24 horas, se detecté una menor cantidad de ARNm de
TNFa y de IL-1B, lo cual podria ser un indicativo de reduccién en la activacion de los
monaocitos infectados [33].

La diferencia en la capacidad de los dos biotipos de VDVB para estimular el sistema inmune
innato influenciaria el desarrollo de la respuesta adaptativa [34]. La infeccién con VDVB
CP en la superficie mucosal o epitelial promueve la produccion de citoquinas como IFN-a/3
por diferentes poblaciones e IFN-A principalmente por las CD plasmacitoides [35]. Estas
citoquinas activan las células efectoras del sistema inmune innato como eosindfilos,
macrofagos y células asesinas naturales (NK). Una combinacion de la accién directa de las
citoquinas con la funcion efectora de las células del sistema inmune innato limitaria la
replicacién del virus. La infeccion con VDVB NCP, al contrario de la descrita para el biotipo
CP, no estimula la produccion temprana de IFN de tipo |, favoreciendo la replicacién viral y
su dispersioén a nivel sistémico. Cuando el VDVB libre migra a los nddulos linfaticos locales,
el virus encontrard CD plasmacitoides y grandes cantidades de IFN-a/f y A producido por
esta subpoblacién de células. El aumento en las concentraciones de IFN-a/f en sangre y
tejidos aumentaria la activacion de las CD y limitaria la replicacion viral, pero esta respuesta
seria tardia porque el virus ya estaria diseminado a nivel sistémico.

Los mecanismos de evasion de la respuesta inmune adaptativa montados por el virus son
diferentes y entre ellos se incluye la disminucién de la presentacion antigénica y de
moléculas co-estimulatorias. El tipo de respuesta inmune varia segun el biotipo viral
infectante. En el caso de infecciones con una cepa CP la respuesta T aparenta ser
principalmente de tipo T helper 1, mientras que una infeccién con una cepa NCP induce
una respuesta T helper 2 [36]. En el caso particular de una infeccién con una cepa CP se
observa un reclutamiento de los linfocitos hacia el espacio bronquio-alveolar.

Existen cepas de alta patogenicidad pertenecientes al genotipo 2 que pueden provocar
infecciones agudas graves, con altas tasas de mortalidad caracterizadas por signos tales
como: hipertermia elevada, diarrea profusa, alta incidencia de abortos, reducciones
significativas en la produccion de leche y cuadros de muerte subita [37]. Aun existiendo
estos casos de mayor gravedad clinica, la mayoria de las presentaciones del VDVB a nivel
de los rodeos es de alta morbilidad y baja mortalidad. EI complejo respiratorio bovino es
descripto como una de las enfermedades mas costosas para la industria ganadera a nivel
mundial. Se describe como una entidad multifactorial en la cual los virus: Herpesvirus
Bovino 1, Parainfluenza Bovina 3, Virus Sincicial Respiratorio Bovino o VDVB actian como
los agentes infecciosos primarios, generando lesiones de la mucosa y comprometiendo la
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integridad del tracto respiratorio, ocasionando a continuacién una inmunosupresion y por lo
tanto predisponiendo la colonizacion de las mucosas por bacterias que actdan como
invasores secundarios agudizando la severidad del cuadro clinico [38].

La principal via de transmisién de VDVB es el contacto directo con animales que excretan
virus, principalmente aquellos persistentemente infectados (PI). Las infecciones transitorias
(IT) pueden ser divididas en cuatro categorias: Aguda, infeccion hemorragica, enfermedad
respiratoria bovina e inmunosupresion [39]. Ademas de estas cuatro presentaciones el
VDVB también puede provocar una enfermedad de tipo crénica y enfermedad de las
mucosas en animales Pl [40].

INFECCION AGUDA

La transmision de la enfermedad se da principalmente por el contacto directo con animales
que excretan virus, principalmente los PI, presentes en el rodeo durante el pastoreo,
encierro, transporte y demas situaciones de manejo segun el tipo de explotacién ganadera
gue se considere. Moscas, aerosoles y equipamiento veterinario contaminado también
estan implicados en la diseminacion viral [28].

La infeccion aguda en animales naive y no gestantes comienza aproximadamente a los 3
dias post-infeccién (dpi) con una viremia transitoria que puede extenderse entre dos y hasta
nueve dias segun la virulencia de la cepa infectante [21]. La inmunidad se desarrolla
generalmente no antes de los 18-21 dpi. Una vez establecida la inmunidad los animales se
recuperan completamente (~21 dpi).

La infeccion cursa con leucopenia, linfopenia y/o trombocitopenia, inmunosupresion, pirexia
y diarrea [41]. La linfopenia puede durar entre una a tres semanas, segun la virulencia de la
cepa. La inmunosupresién resultante predispone a infecciones secundarias con
microorganismos  oportunistas que producen enfermedades respiratorias o
gastrointestinales que revisten mayor gravedad.

Las infecciones agudas producen efectos en la fertilidad como la reduccién de prefez,
muerte y reabsorcién embrionaria, abortos y defectos congénitos. En los toros, se observa
reducciéon de la densidad y motilidad espermética. Esta reportado que el VDVB puede
persistir en semen durante 2,75 afios luego de una infeccién aguda [42].

INFECCION CONGENITA

Las hembras prefiadas pueden contraer una infeccion subclinica o leve del VDVB y aun asi
generarse una reabsorcion embrionaria, aborto o transmisién vertical del virus al feto. La
infeccion transplacentaria ocurre de manera eficiente en hembras seronegativas, sin
embargo, se considera que la inmunidad adquirida de forma natural provee una buena
proteccion pero no necesariamente completa frente a la infeccion fetal la cual es compleja
y su desarrollo depende del momento de la gestacion en que ésta tenga lugar [15].

Durante los primeros 18 dias de gestacion, periodo en que el embrion aun no esta
implantado, no hay infeccién posible ya que el VDVB no puede atravesar la zona pelicida
[43]. Una vez que los cotiledones se desarrollan del dia 29-41 de gestacion, puede darse la
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infeccion fetal lo que producird muerte embrionaria y en consecuencia una disminucién en
los indices de prefiez.

Las infecciones a partir del dia 30 y durante el primer trimestre de gestacion dan como
resultado el nacimiento de animales Pl. Una vez que el sistema inmune del feto ya esta
desarrollado, entre el dia 80 y 150, una infeccion puede producir efectos teratogénicos
como atrofia cerebelar, degeneracién ocular, braquignatia y retraso en el desarrollo de
huesos, timo y pulmones. La infeccién viral durante esta etapa también puede producir
abortos sin efectos en la vaca. A partir del dia 175 de gestacion el feto es
inmunolégicamente competente y las infecciones en este periodo resultan en el nacimiento
de terneros seropositivos normales o débiles, mientras que los abortos son ocasionales
[44].

INFECCION PERSISTENTE

Una caracteristica fundamental del VDVB es la capacidad de generar animales PI. Estos
animales se generan cuando las hembras prefiadas se infectan con el VDVB entre los dias
30y 150 de gestacion [45]. La habilidad de las cepas NCP del VDVB de inhibir la induccién
de IFN de tipo | en el feto permitiria al virus sobrevivir en el hospedador y establecer la
infeccion persistente. Estos animales Pl son inmunotolerantes a la cepa infectante, por lo
gue no son capaces de montar una respuesta inmune con produccién de anticuerpos ni de
eliminar el virus. Por lo tanto, se hallara gran cantidad de VDVB en las excreciones y
secreciones incluyendo leche, semen, saliva, secrecién nasal, orina, sangre y aerosoles. El
virus esta ampliamente distribuido en linfonédulos, epitelio del tracto intestinal y células
linfoideas, pulmones, piel, timo y el cerebro de los animales PI.

Los animales Pl son claves desde el punto de vista epidemioldgico ya que son una fuente
constante de eliminacion del virus hacia el resto del rodeo. En cambio, los animales TlI, son
menos importantes para la diseminacién de la enfermedad ya que excretan el virus durante
un periodo maximo de aproximadamente 10 dias. Al ser ambos animales virémicos, es
necesario realizar dos determinaciones diagnosticas de antigeno separadas por un
intervalo de por lo menos 3 semanas para distinguir entre Pl 'Y Tl [28].

La prevalencia de animales Pl en los rodeos va de 0,5 a 2% [46]. Esta variacién puede
verse influenciada por diversos factores externos como el periodo de toma de muestra, tipo
de produccién, edad de los animales, uso de vacunas contra el VDVB y técnica diagnoéstica,
entre otras.

Los animales Pl pueden ser clinicamente sanos, pero muchos de ellos pueden ser mas
pequefios y débiles. Algunos pueden mostrar disminucién en la ganancia de peso y
enfermedades cronicas. Posteriormente a su nacimiento el ternero es susceptible de
contraer la enfermedad de las mucosas. Sumado a estos inconvenientes, los animales Pl
son generalmente mas susceptibles de contraer infecciones secundarias, sugiriendo un
pobre status inmunitario. Por otro lado, la infeccion persistente en toros esta asociada a
hipoplasia testicular, sin embargo hay animales Pl que mantienen su capacidad
reproductiva [39].
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ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS

La enfermedad de las mucosas solo se desarrolla en animales Pl y dicha presentacion de
la enfermedad cursa con un desenlace fatal. Su presentacion es esporadica y se desarrolla
cuando la cepa infectante NCP del animal Pl muta a CP [39].

Los signos clinicos de esta presentacion incluyen fiebre, anorexia, taquicardia, polipnea,
disminucion de la produccion lactea y profusa diarrea acuosa. Esta diarrea presenta restos
de filamentos mucosos, fibrina, sangre y mal olor. Pueden presentarse ademas erosiones
y Ulceras en lengua, paladar y encias; erosiones epiteliales en la regién interdigital, bandas
coronarias, pezones, vulva y prepucio. Otros hallazgos son la presencia de neutropenia y
trombocitopenia. Pueden también manifestarse infecciones bacterianas secundarias como
neumonia, mastitis y metritis [44].

Una pequefia proporcion de los individuos con sintomas agudos de la enfermedad de las
mucosas no muere pero desarrolla una forma crénica de la enfermedad. La signologia tipica
es la diarrea intermitente, debilidad muscular, anorexia, lesiones en la piel y descarga nasal
y ocular [44].

INFECCIONES VENEREAS

El virus esta presente en el semen de toros Pl asi como también lo esta en el semen de
toros inmunocompetentes transitando una infeccién aguda. Estos toros pueden eliminar el
virus a través del semen durante periodos prolongados (meses). Es por eso que se
recomienda el andlisis de semen previo a inseminaciones artificiales o cualquier otra
estrategia de manejo de prefiez en el rodeo [42].

SITUACION DE LA ENFERMEDAD A NIVEL MUNDIAL

La infeccién por VDVB tiende a ser endémica en la mayoria de las poblaciones bovinas,
con rangos de seropositividad de 60-80% y presencia del 0,5-2% de animales Pl [47]. En
todos los paises donde se realizaron estudios de prevalencia sobre poblaciones bovinas no
vacunadas, se han detectado anticuerpos contra VDVB [74] [75] [76] [77]. Asumiendo que
la presencia de anticuerpos refleja la exposicion al virus, se puede concluir que el VDVB
esté distribuido en todo el mundo.

La mayor incidencia a nivel mundial de animales Pl se observé en tambos, animales
mayores de 6 meses, rodeos no vacunados, animales con signos clinicos, animales
excluidos en programas de control y/o erradicacion y aquellos evaluados mediante técnicas
basadas en cultivos celulares. Por el contrario, la media de la seroprevalencia en las
distintas regiones se mantuvo relativamente constante a nivel individual (48,73% al 46,23%)
y a nivel poblacional (67,01% a 66,08%) [46]. A partir de este meta-andlisis y mediante
analisis temporales se prevé una disminucion en la prevalencia de animales Pl en Europa.
Esto est4 aparentemente relacionado con los programas de control y/o erradicacién que se
llevan a cabo en esos paises. Todas las regiones que han implementado programas de
control han reducido de forma exitosa la prevalencia de animales PI. Es el caso reciente de
Austria, Dinamarca, Alemania, Irlanda, Suiza, Finlandia, Suecia y Noruega.
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IMPACTO ECONOMICO DE LA ENFERMEDAD

El VDVB genera un impacto econémico negativo que se ve reflejado en los distintos tipos
de explotaciones ganaderas en todo el mundo. Los efectos perjudiciales, junto con la
informacion sobre la estructura de la poblacion, la incidencia de la infeccion y el valor
monetario de las pérdidas de produccion se han incluido en diferentes modelos para estimar
las pérdidas economicas y los beneficios de diferentes estrategias de control. Los costos
asociados a infecciones por el VDVB cada 100 animales se han estimado en £13,330 en el
Reino Unido en 1998. Las pérdidas estimadas en brotes de rebafios individuales en
Dinamarca fueron entre 10 y 40 millones de ddlares por millén de partos en 2003 [47]. Un
estudio realizado recientemente en Suiza estimo6 que las pérdidas financieras anuales en
rodeos infectados con el VDVB fueron de CHF 85-89 por vaca lechera y CHF 1337-2535
para una granja promedio, dependiendo del tipo de produccion. La mediana del valor actual
neto (VAN) se estim6 en CHF 44.9 millones (90% del rango central: CHF 13.4 millones a
69.4 millones) [48].

En Argentina, un estudio realizado en 2013 [49] ha estimado el retraso de crecimiento de
un mes en el 20% de las vaquillonas de primera lactancia en reposicién (calculan un 30%
como tasa de reposicion), una disminucion de la produccién de leche en las transitoriamente
afectadas y una caida del 20% de produccién (3 semanas) en las infectadas. Con respecto
a la tasa de abortos, se considera que la mas probable es del 8%, siendo el 10% de esa
proporcion causado por estas enfermedades. El resultado es una pérdida de € 30-60 por
vaca lechera en su ciclo anual reproductivo.

En los establecimientos tipo Feedlot se ve afectada la ganancia de peso diaria de los
animales que cursan con la infeccién clinica o subclinica. Dicha pérdida es en promedio de
140g/dia/animal, considerando una ganancia promedio de 1200 g/dia/animal (Camara
Argentina de Feedlot, http://www.feedlot.com.ar/sitio/). La situacion se ve agravada debido
al manejo que se lleva a cabo en este tipo de explotaciones donde convergen diferentes
situaciones que dan lugar a un campo fértil para que la enfermedad se desarrolle como es
el ingreso de animales provenientes de diferentes campos, estres por el transporte,
hacinamiento y cambios dietarios. Ademas de contraer el VDVB, el virus genera una
inmunodepresion que aumenta la probabilidad de la presentacion clinica del complejo
respiratorio bovino.

En los establecimientos de cria el VDVB impacta en los parametros reproductivos y en la
disminucion en la ganancia de peso de los animales enfermos. Por otro lado, en las cabafias
de reproductores hay que tener en cuenta que el semen es una fuente de contaminacion
con el VDVB y es por este motivo que los toros deben ser controlados ya que el virus puede
establecer una infeccion transitoria o quedar alojado de manera persistente en los
testiculos. Por este motivo rige una normativa internacional como regional que requiere la
ausencia de VDVB o de su material genético en las partidas de semen para su exportacion
(Resolucion Mercosur 32/14).
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SITUACION DE LA ENFERMEDAD EN LA ARGENTINA

Aungue no se cuenta con un andlisis exhaustivo a nivel pais, los datos epidemiolégicos
indicarian que la situacién epidemioldgica no diferiria de otras regiones endémicamente
infectadas del mundo. En Argentina, el primer reporte de evidencia seroldgica data del afio
1979. A partir de dicho hallazgo, varias encuestas seroldgicas realizadas en las regiones
de pradera Pampeana y Mesopotamia, arrojaron valores de prevalencias del 41-61,8% vy
25-90% (datos de INTA). A su vez, en Argentina se ha reportado la presencia de VDVB
tipo 1 y tipo 2 en un trabajo realizado sobre 29 aislamientos del VDVB, en los cuales el 90%
correspondio al tipo 1y el 10% al tipo 2 [50]. En los ultimos afios se ha reportado una alta
circulacion del Sub-genotipo 1b dentro del tipo 1 a partir de aislamientos obtenidos en los
ultimos 15 afios en la regidon pampeana, y se ha descripto ademas la presencia del VDVB
de genotipos 1la, 1b y 2. En los ultimos estudios filogenéticos realizados se observé el
siguiente orden de frecuencia de los genotipos: 1. VDVB-1b, 2. VDVB-1a, 3. VDVB-2 [51]
tanto en un estudio de caracterizacion de 30 aislamientos obtenidos a partir de casos
clinicos en bovinos de la Pampa hiumeda como en otro estudio de caracterizacion de 50
cepas de VDVB a partir de lotes de suero fetal bovino [52].

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de VDVB se realiza para identificar si el virus es el agente etioldgico que esta
causando algun problema clinico en el rodeo, y para para la identificacion de animales PI.
Para los programas de control de VDVB, se pueden definir dos niveles de diagnéstico
principales; uno de ellos vigilancia, cuyo objetivo es vigilar la prevalencia y evaluar el efecto
de los esfuerzos de control tanto en el rebafio como a nivel de poblacién. En segundo lugar,
centrandose principalmente a nivel del animal individual, las investigaciones de intervencion
tienen como objetivo identificar los animales PI, para su posterior remocion del rodeo [53].
Ademas, las tareas especificas de diagnostico aplicadas pueden ser certificacion del estado
no infeccioso de animales individuales, por ejemplo, fines comerciales, o para documentar
la ausencia de VDVB en la contaminacion del semen [54], embriones o vacunas, etc. [55],
y no menos importante el uso de pruebas individuales en laboratorios de diagnéstico.

El diagndstico del VDVB puede realizarse mediante la deteccion de inmunidad al VDVB, o
detectando el virus o antigenos virales.

La presencia del VDVB puede analizarse directa o indirectamente mediante la deteccion de
componentes virales. Dado que el virus en si es relativamente |abil, es importante distinguir
entre virus infecciosos y no infecciosos (inactivados, neutralizados o parcialmente
neutralizados) para fines de diagnéstico general. Este Gltimo a menudo permanece en bajas
concentraciones en muchos materiales bioldgicos, por ej. suero bovino fetal utilizado para
complementar medios de cultivo celular [56], y semen de toros infectados [57]. Puede ser
dificil descartar la infectividad residual en tales muestras que dan positivo en la prueba del
ARN viral, pero negativa en los ensayos estandar de cultivo celular.
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Para evaluar antigeno viral en un gran nimero de muestras (sangre, leche, saliva y tejidos)
se suele detectar la proteina no estructural NS2-3 (anteriormente p80 / p125) que es
altamente inmunogénica y antigénicamente conservada, y como las células infectadas con
el VDVB también la expresan de manera eficiente en el citoplasma, es un blanco ideal para
la deteccién. Entre las proteinas estructurales virales, Erns (anteriormente EO o gp48)
muestra menos diversidad antigénica que E2 [58]. Se suelen detectar mediante ensayos de
ELISA sandwich o de competicion. En el mercado hay kits comerciales, pero también
algunos laboratorios de diagnostico veterinario realizan la técnica estandarizada por ellos
mismos y validada con cepas aisladas en nuestro pais.

El ARN viral se puede detectar facilmente en casi todos los materiales de la muestra. Se
debe tener cuidado para garantizar que los cebadores o las sondas utilizadas puedan
detectar tanto el VDVB-1 como el -2, incluidos todos los subgrupos genéticos relevantes
del virus. En la practica, esto significa la deteccién de parte de la 5"-UTR del genoma viral,
en la que se encuentran las regiones altamente conservadas.

La inmunidad puede detectarse como humoral o mediada por células, activa o pasiva. Es
necesario distinguir entre animales inmunocompetentes e inmunotolerantes no inmunes: es
decir, una Unica prueba negativa para el anticuerpo contra el VDVB no es finalmente
concluyente; animales individuales con anticuerpos negativos también deben ser
examinados para determinar presencia del VDVB. En muestras de terneros PI, los
anticuerpos maternos especificos para VDVB pueden bloquear la infectividad viral o la
deteccién de antigenos virales, por lo general hasta una edad de alrededor de cinco meses
[59].

Entre los diferentes ensayos seroldgicos que se han utilizado a lo largo de los afios se
encuentran la neutralizacion del virus, la inmunodifusién en gel de agar, la fijacion del
complemento, ELISAs, la inmunofluorescencia indirecta y el western blot. La prueba de
seroneutralizacién consiste en un sistema biol6gico in vitro que cuantifica el efecto
inhibitorio de anticuerpos especificos en la replicacion del virus en cultivos celulares. Por lo
tanto, su uso se limita a los laboratorios viroldgicos. Los anticuerpos detectados son
predominantemente contra E2, lo que puede resultar en diferentes titulos dependiendo de
gué cepa de virus se usa en el ensayo. Las cepas de referencia establecidas son VDVB-
la, y si las cepas de virus de campo predominantes difieren antigénicamente de estas, la
sensibilidad disminuye. Cuando se calibra correctamente, es un ensayo muy especifico y
sensible. Sin embargo, requiere mucha mano de obra, personal con experiencia y
laboratorios bien equipados, y cada resultado suele demorar de 5 a 6 dias. Por lo tanto, hoy
dia se la utiliza principalmente como prueba de referencia para fines de respaldo y
calibracion.

Existen dos formatos de ELISA para la deteccién de anticuerpos anti-VDVB; el indirecto o
el de bloqueo [60]. En el formato indirecto, el antigeno viral se inmoviliza en la fase soélida
a la que se unen los anticuerpos especificos. En el ELISA de bloqueo el resultado del valor
de Densidad Optica (DO) se expresa como un porcentaje de inhibicién, en relacion con la
DO de un suero de referencia negativo. Muchos kits de ambas versiones estan disponibles
comercialmente. Se pueden analizar muestras de suero, plasma y leche. En principio, se
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pueden usar tres tipos de antigenos, cada uno de los cuales influye en las propiedades de
diagnéstico del ensayo. En la mayoria de los ELISA indirectos, se utiliza VDVB recolectado
de cultivos de células infectadas, lo que permite incluir proteinas no estructurales virales.
Por lo tanto, los anticuerpos analizados estaran contra el espectro completo de proteinas
inmunogénicas codificadas por el virus. En segundo lugar, mediante el uso de anticuerpos
monoclonales, las proteinas virales individuales pueden capturarse de una mezcla de
proteinas virales recolectada en un cultivo celular. Este enfoque se usa cominmente en
ELISA competitivos y permite detectar anticuerpos contra proteinas virales
inmunodominantes seleccionadas (Erns, E2 o NS2-3). En tercer lugar, cualquier
(combinacion de) antigeno (s) viral (s), de uno 0 mas virus puede expresarse como
proteinas recombinantes, en células de insecto o procariotas; e incorporados en ELISAs
indirectos o de bloqueo. Si se usan proteinas virales estructurales como antigeno, es
particularmente importante verificar que se detecten anticuerpos contra BVDV-1y -2.

PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

La forma de erradicacion de la enfermedad consiste en la deteccién y eliminacién de
animales Pl acompafiados de vacunacién. Teniendo en cuenta que los animales Pl son la
principal fuente de transmision viral, los programas de erradicacion deben apuntar hacia la
eliminacion de estos individuos para sanear los rodeos.

Las técnicas utilizadas para la deteccion de animales Pl fueron mencionadas en el apartado
anterior. A partir de la primera toma de muestra, el ensayo a utilizar puede arrojar un
resultado positivo 0 negativo. En el caso de ser positivo no necesariamente se trata de un
animal PI, sino que puede tratarse de un animal cursando una infeccion aguda o que la ha
padecido recientemente. Debe realizarse la determinacién 3-4 semanas posteriores y Si
resulta positiva hnuevamente, entonces se trata de un animal PI.

También puede realizarse la deteccidén de anticuerpos. En este caso, los animales Pl son
seronegativos durante toda su vida a diferencia de los no Pl que luego de 3-4 semanas
post-infeccidon o post-vacunacion los animales seronegativos seroconvierten alcanzando
altos niveles de anticuerpos.

Entonces, cualquiera sea la técnica utilizada es importante apartar a los animales que
resulten positivos en las dos determinaciones realizadas, distanciadas de 3-4 semanas
entre si.

La vacunacion es la otra herramienta de control que debe utilizarse simultaneamente con
la deteccion y eliminacién de los animales Pl. Ademas de ser el que mas circula en
Argentina, una caracteristica importante del sub-genotipo 1b del VDVB es que es altamente
heterogéneo desde el punto de vista antigénico. Esto significa que las cepas que agrupan
en este sub-genotipo no siempre cruzan antigénicamente entre ellas. Lo contrario ocurre
entre las variantes VDVB-1a y VDVB-2, que parecen ser antigénicamente mas homogéneas
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“intragrupo”. La finalidad de la vacunacion puede ser por un lado la de generar una
cobertura inmunitaria poblacional que limite el impacto de la diseminacion de la infeccion
por VDVB en el rodeo y que reduzca la severidad de los signos clinicos. Por otro lado, existe
un segundo objetivo que es el de proveer proteccion contra infecciones transplacentarias
que den origen a animales PI. Las vacunas comercializadas en Argentina que contienen el
VDVB en su formulacion son a virus inactivado y comiunmente, pertenecen al conjunto de
“vacunas combinadas” las cuales incluyen otros patdgenos virales y bacterianos asociados
a los complejos respiratorio y reproductivo del bovino. La mayoria de las formulaciones esta
constituida por cepas de referencia de VDVB del sub-genotipo 1a y en algunos casos
incluyen VDVB de genotipo 2. Llamativamente, el sub-genotipo 1b del VDVB, que se ha
comprobado es el de mayor circulacion, por ahora, en Argentina, no esta incluido en las
formulaciones comerciales nacionales [28].

La vacunacion mantiene la prevalencia de animales PI del rodeo relativamente baja pero
aun asi no es suficiente para el control de la enfermedad. Los animales Pl deberian ser
eliminados del rodeo antes de aplicar el plan de vacunacion, en los establecimientos donde
se utiliza la vacunacion suele ignorarse la implementaciéon de medidas de bioseguridad,
muchas veces las vacunas son utilizadas de forma incorrecta por ejemplo vacunacion luego
de la inseminacion. Estos aspectos pueden explicar por qué se han detectado prevalencias
de la enfermedad 1,4 veces mas altas en rodeos con estrategias de vacunaciéon
comparados con los que no la aplican [46], [61].

Las vacunas inactivadas contra el VDVB brindan un “periodo ventana” ya que la inmunidad
vacunal requiere mas de 2 semanas para desarrollarse y mas de una dosis para ser por
completo eficaz [61]-[63]. Cuando ocurren infecciones en el campo, no existen medios para
evitar rapidamente que la infeccion se propague a los otros animales del rodeo. Muchas
veces la vacunacion no es suficiente para prevenir o contener la diseminacién de ciertas
enfermedades. Antivirales o inmunomoduladores podrian colaborar con esta situacion,
disminuyendo las pérdidas econdmicas, muerte, sufrimiento animal y expansion de la
enfermedad [63].

INTERFERONES

Los Interferones (IFNs) fueron descubiertos como agentes antivirales durante estudios de
interferencia viral. Isaacs y Lindenmann reportaron en el afio 1957 que en cultivos primarios
de células de pollo infectadas con Virus de Influenza se producia un factor de secrecién
que mediaba un estado de resistencia viral contra virus homélogos y heterdlogos [64].
Justamente, recibieron este nombre ya que en aquel momento se observdé que estos
compuestos “interferian” con la infeccion viral.

Los IFNs representan un grupo de citoquinas capaces de inducir una respuesta ante una
infeccion viral. Se trata de glicoproteinas que pueden ser secretadas por todas las células
nucleadas en respuesta a infecciones virales y microbianas. Su principal funcién es proteger
otras células contra la invasion viral y otros patégenos. También son capaces de afectar
otros procesos bioloégicos como la regulacion del crecimiento celular, diferenciacion,
apoptosis, asi como también la modulacion de la respuesta inmune.
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La mayoria de los vertebrados poseen tres tipos de IFNs: de tipo I, I y Il (IFN-1, IFN-II, IFN-
lll); basado en las similitudes genéticas, estructura proteica, utilizacion de receptores y
funciones bioldgicas, las cuales son caracteristicas comunes entre los miembros de cada
tipo de IFN pero son diferentes entre los tres tipos de dicha citoquina. Este grupo de
citoquinas también puede ser clasificado segun su resistencia al tratamiento con &cido
siendo caracterizados de esta manera como: acido resistentes los IFN-I y acido labiles los
IFN-11y 11l [65], [66].

Los IFN de tipo | (IFN-I) fueron los primeros en ser descubiertos. Esta familia puede ser
clasificada en los siguientes subtipos: a, B, w, K, €, T, {, 8 y v. Los IFN-a y 3 han sido hasta
ahora los mas estudiados. Las células infectadas por virus sintetizan y secretan IFN-I que
actia de forma autocrina y paracrina para inducir un estado antiviral en la célula
hospedadora [67].

Los IFN-I expresan su actividad biol6gica a través de un receptor compuesto por dos
subunidades: IFNAR1 y IFNAR2 [68], [69]. EI mismo se expresa en una amplia poblacién
de células. A través de estos receptores se activa una via de sefializacion que conduce a
la activacién de un grupo de genes controlados por el factor de genes estimulados por
interferon (ISGs). Los genes producidos estan involucrados en la apoptosis y en la
activacion de células de la inmunidad innata y adaptativa. Uno de los genes mas estudiados
de este grupo codifica para: la adenosina deaminasa (AD) que actia sobre el ARN
inhibiendo el inicio de la traduccion y edicion del mismo; La proteinkinasa R (PKR) activada
por ARNdc inhibe la traducién del ARNm; La 2, 5 -oligoadenilato sintetasa (OAS) es ARNdc
dependiente y activa la endoribonucleasa ARNasa L que degrada el ARN. También se
encuentran las proteinas Mx: una superfamilia de proteinas con actividad GTPasa. Estos
IFN tienen también actividad antitumoral. El IFN-a es utilizado en el tratamiento de varios
tipos de cancer [70], pueden ademas limitar la infeccion mediante la modulacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa [71]. Entre estas funciones se encuentra la activacion
de células asesinas naturales (NK) que mediante su citotoxicidad permiten la eliminacién
de células infectadas. También se promueve la maduracién de células dendriticas (CD) que
facilitan la diferenciacion de las células TCD4+en Th 1 6 2 [72].

De esta manera, los IFN-I actian sobre casi cualquier célula del organismo que esté siendo
amenazada con una reciente infeccion viral, incluso las células sanguineas, células
inmunes y endoteliales [73], [74].

Es por esto que el IFN-I tiene una excelente actividad antiviral pero importantes efectos
adversos cuando se lo utiliza como tratamiento, éstos incluyen anorexia, letargia,
hipertermia, anemia, leucopenia, trombocitopenia, entre otras [75], [76].

El IFN de tipo Il (IFN-I1) o IFN-y es producido por un limitado grupo de células como las NK,
células T, macréfagos, monocitos y CD mientras que, teéricamente, todas las células del
organismo expresan receptores para estos IFNs [77]. La secrecion por parte de NK 'y CPA
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cumple un rol importante en la primera etapa de una infeccién, asi como los linfocitos T son
la principal fuente de este IFN en la respuesta adaptativa.

Durante la infeccion viral el IFN-y induce la expresion de AD, OAS, PKR y Mx GTPasa, ya
descriptas anteriormente. De manera similar a los IFN-I, los IFN-II son capaces de producir
apoptosis con la regulacion de FasL ademés de estimular la expresion de IFN-I [75]. El
IFN-y puede amplificar la induccién de la actividad antiviral del IFN-a y 3. De hecho los IFN-
| y Il suelen trabajar juntos para activar la respuesta inmune innata y adaptativa [69].

La produccion de esta citoquina esta controlada principalmente por la IL-12 y quimioquinas
[78]. Estas quimioquinas atraen a los NK al sitio de inflamacién y la IL-12 promueve la
sintesis de IFN-y en estas células. Uno de los roles fundamentales del IFN-II es convertir a
la respuesta antiviral en una respuesta adaptativa incrementando los niveles de CMH-Il y
moléculas co-estimuladoras que facilitan la activacién de células T CD4+. Ademas, no sélo
activa las NK sino que interviene en la modulacion de respuestas Thl. También tienen un
rol fundamental en la respuesta antitumoral [78].

Los IFN de tipo Il (IFN-III) incluyendo IFN-A 1, 2, 3 (llamados también IL-29, IL-28A e IL-
28B respectivamente) han sido descriptos por primera vez en el afio 2003 por los grupos
de Sheppard y Kotenko [79], [80]. Un integrante mas se sumé a este grupo, el IFN-A4
descripto simultaneamente en humanos por 3 grupos en el 2009 [81]-[83]. No se conoce
mucho aun acerca de las diferencias entre los subtipos de IFN-A. A pesar de que el IFN-A2
y el 3 comparten un 96% de homologia, el IFN-A3 tiene actividad antiviral mas potente [84].
Los IFN-IIl pueden ser producidos por cualquier tipo celular que este siendo afectado por
infeccion viral pero las principales células productoras de esta citoquina son las CD
plasmocitoides, las células epiteliales y en menor medida, las CD derivadas de monocitos
[85]. Los IFN-III estan relacionados con los IFN-I. Ambos tipos de IFN poseen la misma via
de sefializacién y por lo tanto inducen los mismos ISGs. De hecho, ambas citoquinas son
co-producidas durante una infeccion viral y tienen practicamente la misma actividad
antiviral.

Los receptores para estos IFN-IIl son un complejo compuesto por la subunidad IL-10R2
(que también forma parte esencial del complejo receptor para IL-10, IL-22 e IL-26) y la
subunidad IFN-AR1 también conocido como IL-28RA) que es sélo utilizado por IFN-A [69],
[86]. A pesar de que la subunidad IL-10R2 es potencialmente expresada por cualquier tipo
celular, la subunidad IFN-AR1 se expresa constitutivamente en un limitado tipo de células,
principalmente en las de origen epitelial. En humanos hay tres variantes del IFN-AR1
producto de splicing alternativo que da lugar a: una variante completa y funcional de la
subunidad del receptor, a una variante soluble o a una tercera forma que carece del dominio
intracelular y que aparentemente no es funcional [87]. EI IFN-AR1 también se expresa en
algunas células inmunes sanguineas como células B, T, CD y macrofagos. Sin embargo,
estas células expresan una variante corta del receptor IFN-AR1 que resulta en una
sefializacidbn mas débil al ser estimulada con IFN-A [75], [88]. Los fibroblastos, células
endoteliales y leucocitos no expresan la subunidad en cuestién, por lo tanto no responden
al estimulo con IFN-A.
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De manera similar a lo que ocurre con los IFN-1 y I, los IFN-A también pueden inducir la
expresion de proteinas antivirales como OAS y Mx. Ademas de inhibir la replicacién viral
también es capaz de evitar y limitar las infecciones prolongadas mediante la regulacion
positiva de la expresién de CMH-I en la superficie celular, lo que facilita el reconocimiento
y la destruccion de células infectadas por parte de la inmunidad innata mediante la
apoptosis de estas células [80].
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Figura 2. Esquema representativo de los receptores de IFN-I e IFN-11l. Wack et al, 2015.

Por un largo tiempo, los IFN-I han sido considerados el principal sistema de defensa
antiviral, actuando de una manera paracrina y autocrina para inducir la resistencia a la
infeccion y activar/estimular la respuesta inmune innata y adaptativa, ambas necesarias
para la eliminacion viral. Ademas, recibieron mayor interés en oncologia y esclerosis
multiple como moduladores de la respuesta biolégica aptos para mejorar el tratamiento [89].
Sin embargo, a pesar de que los IFN-I han sido aprobados para diversas indicaciones
incluyendo verrugas genitales, hepatitis virales y ciertos tipos de leucemias, su uso en la
clinica es limitado debido a sus frecuentes y severos efectos adversos que producen a nivel
hematoldgico, incluyendo sintomatologia de tipo gripal y depresion [76].

De forma similar que los IFN-I, la produccion de IFN-A es estimulada por la infeccion e
induce multiples respuestas antivirales. Esto conduce a cuestionarnos si el IFN-A 'y los IFN-
| son redundantes y por qué existen en el organismo dos sistemas de defensa antiviral
basados en ambos IFNs. Recientes publicaciones hacen hincapié en esta pregunta y
resaltan el rol preponderante del IFN-A en la inmunidad antimicrobiana y en particular
antiviral. También se ha expuesto su potencial como terapéutico ya que muestra efectos
beneficiosos con la ausencia de la actividad pro-inflamatoria de los IFN-I que causan los
efectos secundarios indeseables [90].
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Como se explica mas arriba, la mayor diferencia entre ambos tipos de IFNs es la distribucién
de sus receptores. Los receptores del IFN-I son expresados por casi todos los tipos
celulares, mientras que el complejo receptor para IFN-A es expresado principalmente en
células de origen epitelial y muy pocas células inmunes, confiriendo una sensibilidad
selectiva a los IFN-A en superficies mucosales [33], [91], [92]. De esta manera los IFN-A
sefializan en una restringida poblacion de leucocitos, cumpliendo una selectiva funcion
inmunomoduladora que recién hoy esta comenzando a ser comprendida.

Una funcion primaria emergente de los IFN-A es la regulacion de inmunidad innata. Al
contrario de los IFN-I, los IFN-A suprimen las respuestas pro-inflamatorias de la inmunidad
innata y limitan el dafio tisular asociado a la inflamacion [93], [94]. Esto es sobre todo debido
a su accion selectiva sobre los neutrdéfilos, previniendo su activacion y funcion pro-
inflamatoria. Es asi como en el contexto de una infeccion viral como Influenza el IFN-A
restringe la produccién de TNF, IL-18 y otros mediadores de destruccion tisular de los
neutrdéfilos, mientras que permite el desarrollo de una respuesta antiviral efectiva [94]. Mas
alla que aun no esta claro si este es un efecto directo, no hay duda de que el IFN-A esta
involucrado de una manera critica en el mantenimiento de la inflamacién bajo control y
limitando sus dafios colaterales. El IFN-A puede también inducir efectos beneficiosos como
por ejemplo la estimulacion de la cicatrizacion de las mucosas [95]. La administracion
exégena de IFN-A en modelos animales de experimentacién infectados con Influenza
confirmd su actividad regulatoria y anti-inflamatoria e hizo hincapié en su potencial
terapéutico [92], [94]. Ademas, mostrd potencial terapéutico para otras enfermedades en
las cuales el IFN-A no es producido de manera natural como es la artritis inducida por
colageno [33] y la trombosis arterial [96]. Este comportamiento inmunomodulador tiene
cierta reminiscencia con la actividad de la IL-10 con la que el IFN-A comparte homologia en
sus secuencias y la subunidad IL1LORB.

Otra importante funcién del IFN-A es la regulacion de la respuesta adaptativa. In vitro, el
IFN-A estimula a las CD derivadas de monocitos a generar células reguladoras T Foxp3*
[97], [98]. In vivo, el IFN-A estimula el desarrollo de células Th1 en ratones [99]. Su funcion
dual en cuanto a su regulacién antimicrobiana e inmune lo hace particularmente atractivo
para el tratamiento de enfermedades infecciosas y desordenes cronicos.

Durante los dltimos afios los IFN-A han emergido como una primera linea de defensa
mediando la inmunidad antiviral sobre todo en las barreras anatomicas como el tracto
respiratorio y gastrointestinal. También ha surgido como novedosa citoquina reguladora del
sistema inmune con un rol especial en el control de dafio tisular. La diferencia entre estos
los tratamientos con IFN-I y Ill in vivo es, basicamente, la incidencia de los efectos
secundarios [74].

La principal fuente de heterogeneidad estructural para los IFNr durante su produccién en
sistemas de expresion de mamiferos es la glicosilacion, que puede afectar profundamente
la estructura tridimensional de la glicoproteina y su funcién biol6gica. Los IFNs son
glicoproteinas secretadas, luego de transcurridos los eventos de procesamiento de
glicosilacion intrinseca. La produccion de IFNr deberia respetar estas modificaciones post-
traduccionales para obtener la glicoproteina con actividad terapéutica potencial. Los IFN-I,
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II'y 1l recombinantes han sido expresados en diversos sistemas llegando hoy en dia a
producirse a escala industrial. El IFN-y humano ha sido expresado en Escherichia coli,
células de insecto infectadas con baculovirus, células de ovario de hamster chino (CHO) y
en la glandula mamaria de ratones transgénicos [100]. Se han generado grandes
cantidades de IFN-y recombinante altamente purificado.

Los genes para IFN-a, B y y de diversas especies se han clonado y expresado en células
bacterianas. Por ejemplo, el IFN-y que tiene una estructura de un homodimero glicosilado,
se puede producir en bacterias, no glicosilado, manteniendo la conformacion dimérica y la
actividad biolégica [101]. La primera expresion de IFN-y recombinante en células de E.coli
se llevo a cabo en los 80 [102]. El IFN-y expresado en E. coli se acumula en los cuerpos de
inclusion y la extraccion desde los mismos implica pasos experimentales adicionales para
un re-plegamiento de proteinas a fin de obtener una conformacién correcta. También se ha
logrado expresar IFNs de diferentes especies en sistemas que realizan glicosilacién
diferente a la de células de mamiferos, como ser las células de insecto [103] y las levaduras
[104]. En todos los casos de obtuvieron proteinas con actividad bioldgica semejante a la de
sus homologos naturales.

Mas alla de ser proteinas glicosiladas la expresion de IFNs se ha realizado en diversos
sistemas con la consecuente obtencidn de productos biol6égicamente activos al igual que
los obtenidos en sistemas de expresion en células de mamifero. La Tabla 1 resume algunos
ejemplos de los diferentes sistemas de expresion utilizados.

INTERFERON ESPECIE SISTEMA DE RENDIMIENTO ~ GLICOSILACION
EXPRESION

IFN-a [105] humano E.coli ALTO Sin glicosilar
15mg/It — 108 U/It

IFN-a [105] humano S. cerevisiae INTERMEDIO Diferente

IFN-a [106] ratén HEK293T BAJO Similar

IFN-y [107] raton HEK293T BAJO Similar

23x10°mg/It

IFN-y [108] human Pichia Pastoris INTERMEDIO Semi-similar
1-16x10-3 mg/ml

IFN-T [109] bovino Células de insecto BAJO Semi-similar

IFN-a [110] bovino E.coli ALTO Sin glicosilar

9x107 U/lt
IFN-A [84] humano E.coli ALTO Sin glicosilar
IFN-A [111] bovino Adenovirus BAJO Similar

recombinante

Tabla 1. Sistemas de expresion de IFN recombinantes. Se indica si hubo glicosilacion y si la
misma es similar o no a la de la proteina nativa.
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Se han realizado diferentes estudios para evaluar el potencial uso de IFN-I en medicina
veterinaria. De hecho, en la clinica diaria de pequefios animales el IFN-a es administrado
de manera rutinaria en el caso de sospecha o confirmacién de infeccion viral.
Particularmente para el VDVB en el afio 2004 Peek y colaboradores [112] trataron terneros
Pl con IFN-a2a humano recombinante en una dosis de 10000 U/Kg intramuscular (IM) todos
los dias durante 12 semanas. Este disefio corresponde al protocolo utilizado en humanos
contra el Virus de la Hepatitis C (VHC). Este IFN evaluado no mostré actividad antiviral
contra VDVB-1 en terneros PI. Esto fue inesperado ya que habia evidencias de actividad
antiviral in vitro. Cabe destacar que la idea original en este ensayo fue evaluar IFN-I bovino
recombinante pero los mismos no estaban disponibles. De todas maneras siguieron
adelante con el ensayo utilizando IFN humanos debido a la afinidad entre los IFN-a
recombinantes humano y los receptores para IFN-a bovino [113]. Ademas de no observarse
actividad antiviral in vivo durante el estudio, la anemia observada durante el periodo de
evaluacién se recompuso una vez suspendido el tratamiento. De esta manera se pudo
inferir que dicho signo era resultado directo del tratamiento. A diferencia de lo descripto en
humanos (ver arriba), en este caso no se detectaron anormalidades fisicas en los terneros
tratados durante el estudio. De hecho, continuaron con su normal alimentacién y ganancia
de peso diaria. La ausencia de signos de dolor o hinchazoén en el sitio de inyeccion, cojera
o alta actividad enzimatica muscular sugieren que el tratamiento con IFN fue bien tolerado.
El grupo de Hiroshi Sentsuiy col. [114] trabajé con CMSP de animales infectados con VDVB
aplicandoles un tratamiento con IFN-a humano de 1000 U/ml. El IFN suprimié de manera
significativa las cepas CP y NCP evaluadas. Se utilizaron citoquinas comerciales de origen
humano debido a su disponibilidad en el momento del ensayo.

Otro IFN evaluado fue el IFN-t en animales PI. Se contaba con resultados previos in vitro
que eran alentadores trabajando con dosis de 100 U/ml. Al realizar los experimentos in vivo
se utilizaron dosis de 10°-10° U/Kg 5 veces por semana durante 2 semanas. No se
observaron alteraciones fisicas ni efectos secundarios. Se observé una disminucion leve en
el titulo viral en suero pero se recuperd rapidamente una vez suspendido el tratamiento [63],
[109].

Otros estudios se realizaron evaluando el uso de IFN frente a otras enfermedades de interés
veterinario. En el 2011 Diaz San Segundo y col. [111], [115] reportaron la identificacion,
clonado y caracterizacién del IFN-A3 bovino. Los analisis de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas indicaron que el IFN-A3 bovino clonado mostraba una homologia significativa
con respecto a la secuencia porcina, humana y murina identificadas previamente y a las
secuencias predichas de perro, pollo, rata y mono. En este trabajo utilizan un vector Ad5
para expresar IFN-A3 bovino y evaluaron su actividad antiviral contra el Virus de Fiebre
Aftosa (VFA) y Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV) in vitro e in vivo. Los resultados
indicaron que el IFN-IIl se comporta de manera similar que en otras especies ortélogas y
tiene el potencial de poder ser desarrollado como bioterapeutico para limitar la infeccién
con VFA, replicacion y/o diseminacion.
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ANTIVIRALES CONTRA EL VDVB

No se encuentran actualmente en el mercado productos antivirales para uso en bovinos, a
pesar de que se han hecho progresos significativos en el desarrollo de antivirales para el
uso contra el VDVB, VFA y Herpes Virus.

El VDVB ha sido ampliamente estudiado como modelo para ensayos de antivirales
humanos, especialmente VHC ya que son dos virus muy relacionados entre si. Varios
antivirales han demostrado tener eficacia in vitro [116]-[118] pero no han sido evaluados in
vivo. Hoy en dia, la Unica herramienta de control directa contra los patdgenos virales
disponibles para los veterinarios es el uso de vacunas, pero estas son a menudo
insuficientes para evitar las infecciones por este virus en el campo, debido a la poca
proteccién cruzada que inducen, el manejo inadecuado de las vacunas hasta su aplicacion,
la respuesta insuficiente por parte del individuo vacunado debido a malnutricion, sanidad,
edad, prefiez, etc. A esto se suma la ventana de inmunidad a la que exponen los animales
hasta que se desarrolla la inmunidad adaptativa que, al tratarse de vacunas inactivadas,
suele requerir de al menos dos aplicaciones.

Como se describiera mas arriba, los IFN bovinos y humanos han sido evaluados frente al
VDVB como antivirales en bovinos [112] [109], incluso para tratar infecciones [112]. El
tratamiento con IFN-a humano no demostrd ser efectivo y trajo aparejado el desarrollo de
una anemia microcitica que ceso6 una vez suspendido el tratamiento [114]. Estos efectos
podrian evitarse al usar IFN-A.

El uso adecuado de compuestos antivirales tiene el potencial de controlar la diseminaciéon
viral de forma rapida, limitando las pérdidas econémicas y el sufrimiento animal [63]. Un
estudio realizado por Newcomer y colaboradores [119] muestra que la administracion
profilactica de un compuesto antiviral protege de la infeccién experimental a animales
seronegativos. La aplicacién de antivirales en grandes animales como medida profilactica
esta aun en desarrollo, pero la posibilidad de poder usar este tipo de compuestos contra el
VDVB es atractiva ademas de necesaria, sobre todo cuando se requiere una proteccién
inmediata.

La aplicacion practica de antivirales contra el VDVB podria realizarse en diferentes etapas
del proceso productivo. Se podria utilizar desde estadios tempranos sobre todo en
producciones lecheras en donde los terneros son estabulados en “guacheras” sufriendo
situaciones de estrés que los predisponen a contraer VDVB y a desarrollar el complejo
respiratorio bovino. El uso de antivirales puede ser efectivo en esta etapa para evitar que la
enfermedad avance y los patdgenos oportunistas empeoren el cuadro. En el caso de brotes
de la enfermedad también se podrian aplicar antivirales para reducir la transmision. La
aplicacion de antivirales podria realizarse durante maniobras que se llevan a cabo de rutina
en la produccion durante las vacunaciones, tacto, inseminaciones, castraciones, etc. En la
produccion lechera, por ejemplo, los animales tienen un contacto diario de hasta dos veces
por dia con los encargados que bien podrian suministrarles los tratamientos que hicieran
falta.
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ANTIVIRALES COMO HERRAMIENTAS PARA DISMINUIR LA
APLICACION DE ANTIBIOTICOS EN SISTEMAS PRODUCTIVOS

La produccion ganadera es uno de los sectores de més rapido crecimiento en los paises en
desarrollo, apoyada por el aumento en el nimero y tamafio de las explotaciones intensivas
destinadas a aumentar la productividad. La intensificacion a su vez ha incrementado el uso
de antibiodticos. La aplicacion excesiva de antibidticos representa una amenaza para la
salud humana, plantea barreras al comercio internacional y al mercado interno. En
condiciones de produccion intensiva, las infecciones virales son la principal causa de
enfermedades bacterianas. Muchos virus, como el VDVB, conducen a un estado de
supresion inmunoldgica que predispone a otras infecciones bacterianas favorecidas por un
entorno de hacinamiento. La herramienta actual para prevenir infecciones virales en los
rodeos bovinos es exclusivamente la vacunacion. Sin embargo, las vacunas no estan
disponibles para muchas enfermedades virales, 0 bien no poseen las cepas emergentes, y
no son efectivas en determinadas condiciones (por ejemplo, presencia de anticuerpos
maternos). En el caso del VDVB, las vacunas inactivadas no inducen inmunidad protectora
de manera inmediata.

En este escenario, controlar la propagacién de infecciones virales reducird la carga de
enfermedades bacterianas y, por lo tanto, el uso de antibiéticos. Atendiendo a este
escenario, nuestra propuesta es utilizar el interferén recombinante bovino tipo Il (IFN-A)
como un antiviral natural de amplio espectro para prevenir la propagacion del virus dentro
del hato, iniciando los estudios con el VDVB. La capacidad del IFN-III para estar activo en
la ruta de entrada de la mayoria de los virus, sin afectar a otras células, lo hace atractivo
para uso terapéutico.
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HIPOTESIS

Las hipotesis de este trabajo son:
“El IFN-A3 bovino posee actividad antiviral contra el VDVB”

“El IFN-A3 bovino recombinante es un candidato para ser utilizado como bioterapéutico en

infecciones con el VDVB”

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiviral del IFN-A3 bovino frente al Virus de la Diarrea Viral Bovina
(VDVB) y determinar su potencial uso como bioterapéutico.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Clonary expresar IFN-A3 e IFN-a bovinos en un sistema de expresién de mamiferos.

- Evaluar la actividad bioldgica de IFN-A3 e IFN-a recombinantes con Virus de Fiebre
Aftosa (VFA) y Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV) y determinar su citotoxicidad
sobre células Madin Darby Bovine Kidney (MDBK).

- Evaluar la actividad de IFN-A3 e IFN-a recombinantes de inhibir la replicacion de
diferentes cepas de referencia y aislamientos locales del VDVB en células de origen
bovino MDBK.

- Realizar una evaluacion preliminar de la actividad del IFN-A3 como antiviral para el

tratamiento de las infecciones con el VDVB in vivo.
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MATERIALES Y METODOS
CELULAS Y CULTIVOS CELULARES

Las células de la linea Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) de la American Type Cell
Collection (ATCC®) fueron provistas por la Unidad de Cultivos de Células del Instituto de
Virologia de INTA Castelar. Como medio de mantenimiento se utilizd medio de cultivo
minimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco (MEM-D, Gibco®, Invitrogen, Nueva
York, US) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) certificado libre de genoma
del VDVB (Internegocios S.A., Argentina) y antibioticos/antimicotico: 100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de anfotericina B (Gibco®). El pasaje celular se
realizd 1:5 dos veces por semana segun el crecimiento celular, utilizando Tripsina-EDTA
(Invitrogen®, California, US).

Las células primarias de Rifién Fetal Bovino (RFB) fueron preparadas por la Unidad de
Cultivos de Células del Instituto de Virologia de INTA Castelar siguiendo procedimientos ya
estandarizados [120].

La linea celular MDBK-t2 gentilmente cedida por el Dr. Charleston [121], [122] estan
transfectadas de forma estable con una construccion que contiene el promotor humano del
gen Mx rio arriba de un gen reportero, el de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT).
La induccion de los genes Mx esta regulada por los IFNs de tipo | y lll. La expresion de CAT
se cuantificé con el kit CAT-ELISA (Roche®, Basilea, Suiza). Las células MDBK-t2 fueron
almacenadas en N: liquido en crioviales con 2 o 5 x 10°% cél/ml (1 ml c/u). Una vez
descongeladas fueron resuspendidas en el volumen de medio correspondiente: MEM-D
(Gibco®) con 4,5 mg/lt de glucosa, GlutaMAX I, piruvato y suplementado con 10% SFB
(Gibco®) y 10 mg/ml de Blasticidina (Invitrogen®). Las células fueron pasadas 2 veces por
semana en una dilucién de 1:8, dependiendo del crecimiento celular, utilizando Tripsina-
EDTA (Invitrogen®).

Para la obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se extrajeron
aproximadamente 120 ml de sangre a un bovino sano en tubos Vacutainer® con EDTA para
asegurar la esterilidad de la muestra. Se centrifugé a 1200 rpm a 4°C durante 45 minutos
(min) en &ngulo mévil y sin poner el freno. En la cabina de flujo laminar se extrajo la capa
de leucocitos con pipeta Pasteur para luego resuspender en PBS 1X. Se colocé 6 ml de
dicha suspensién muy suavemente y en un angulo de 45° en varios tubos con 3 ml de
Histopaque®1083 (Sigma®) cada uno. Se centrifugd a 800 xg durante 45 min a 4°C en
angulo mavil y sin freno. Luego se aspird cuidadosamente con pipeta Pasteur la capa de
CMSP de cada tubo evitando al maximo aspirar el Histopaque®. Se colectaron las CMSP
en un coénico de 50 ml y para remover el Histopaque® se hicieron dos lavados
resuspendiendo las CMSP en 50 ml de PBS y centrifugando a 300 xg durante 10 min a 4°C.

VIRUS
Las cepas de referencia Singer y NADL fueron obtenidas de la ATCC®. El resto de las cepas

forman parte del cepario del Instituto de Virologia de INTA [21], [29], [123]-[126] que cuenta
con 30 aislamientos Argentinos y 8 cepas de referencia del VDVB.
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El Virus de Fiebre Aftosa (VFA) A-24 Cruzeiro [127] y el Virus de la Estomatitis Vesicular
Bovina cepa New Jersey (VSV-NJ) [128] forman parte del Stock de INTA y fueron
producidas en células BHK-21 y MDBK respectivamente.

ANTICUERPOS

Para la tincion de las células infectadas con VDVB en la inmunofluorescencia directa se
utilizé el anticuerpo policlonal de cerdo IgG anti-VDVB conjugado con FITC (VMRD®,
Veterinary Medical Research & Development, USA). Los anticuerpos utilizados para el
revelado del Western Blot fueron los siguientes: el policlonal de conejo anti-IL28B (Abcam®,
Cambridge, UK), el policlonal de cabra anti-IFNa (Abcam®) y el anticuerpo monoclonal anti-
His (GE®, Chicago, USA). Para el ELISA en células: El anticuerpo monoclonal anti-NS3 fue
amablemente cedido por el Dr. Gerrit Keizer (Prionics® AG, Zurich) y el anticuerpo
conjugado utilizado fue el anti-ratén peroxidasa (KPL®, Sera Care, Milford, MA).

ANIMALES

Para las pruebas que involucraron ratones, se usaron animales hembras de la cepa BALB/c,
de 6 a 8 semanas de edad al comienzo del experimento y un peso de aproximadamente
18-20 gramos. Fueron mantenidos durante el experimento en el bioterio de INTA Castelar,
en el rack ventilado con condiciones controladas de luz-oscuridad, temperatura y contacto
con otros animales. Se les permiti6 a los animales aclimatarse, dandoles una semana de
adaptacion al nuevo ambiente antes de iniciar los experimentos. En todos los casos, los
animales fueron controlados a diario para detectar y controlar posibles efectos adversos de
los tratamientos y/o situaciones de estrés.

En la prueba de seguridad posolégica se emplearon 12 bovinos (Bos taurus) del campo
experimental de INTA Castelar. Los animales se distribuyeron al azar en los distintos
grupos, cuidando la heterogeneidad de los mismos. Todos los animales estaban en buen
estado corporal al inicio del experimento y eran seronegativos para VDVB.

Para el ensayo de efectividad en bovinos se utilizaron 6 hembras (Bos taurus) raza Holstein
de 3 semanas de edad provenientes de un establecimiento lechero perteneciente al
departamento de Salta Capital. Los animales fueron evaluados clinicamente para
asegurarse que fuesen fisicamente aptos.

Todos los protocolos que involucraron el uso de animales en instalaciones de INTA
contaron con la aprobacién del Comité de Etica y Bienestar Animal del Instituto de Virologia
de INTA. Protocolos CICUAE nro. 6/2017, 60/2017, 37/2018.

EXTRACCION DE ARN GENOMICO

Las extracciones de ARN total se realizaron utilizando TRIzol (Invitrogen®) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las células infectadas fueron cosechadas y se
homogeneizaron con TRIzol durante 5 min a temperatura ambiente. Se agreg6 cloroformo
y se agitd de forma vigorosa durante 15 segundos (seg). Se incubd la muestra durante 2-3
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min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 xg 15 min a 4°C. Se removié la fase
acuosa de la muestra colocando el tubo a 45° y se coloc6 dicha fase en un tubo nuevo. Se
agrego isopropanol 100%, se incubd a temperatura ambiente durante 10 min y se centrifugo
a 12000 xg 10 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se lavé con etanol 75%. La muestra
se centrifugd nuevamente a 7500 xg durante 5 min a 4°C, se descart6 el sobrenadante para
luego dejar secar el pellet durante 5-10 min. El pellet se resuspendié en agua libre de
ARNasa para finalizar el proceso con una incubacion de 10-15 min a 55-60°C.

La calidad y la cantidad del ARN se determiné por medio de Nanodrop (NanoDrop2000
spectrophotometer, Thermo Scientific, Massachusetts, US). Se utilizaron Unicamente
aquellas muestras con indice a 260/280 nm entre 1.8-2.0 [129]. Las muestras se
almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

DISENO DE LOS CEBADORES

Se disefiaron cebadores para amplificar la secuencia codificante del IFN-a (GenBank:
NM_001017411.1) y el IFN-A3 bovino (GenBank: HQ317919.1), a partir de la secuencia del
ARNmM publicada, con el fin de expresarlos en un sistema eucariota basado en el vector
pcDNA4/HisMax y pCDNA3 (Invitrogen®). Para ello, se agregaron sitios para enzimas de
restriccion en los extremos 5 de los cebadores para realizar el clonado direccionado en el
vector elegido. Se controlaron los pardmetros basicos de los cebadores en el software
Primer3Plus.

(http://www.bioinformatics.nl/cqgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).

REACCION DE RETRO-TRANSCRIPCION (RT) Y PCR PARA LA
OBTENCION DE LOS ORF PARA LOS IFN BOVINOS

Para la obtencion de ADN copia (ADNCc) correspondiente a cada ORF se realiz6 una RT-
PCR utilizando el kit OneStep RT-PCR (Qiagen® Venlo, Holanda) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para cada reaccion se utilizé 1 ug del ARN genémico obtenido.
Para corroborar la identidad de los fragmentos se realizé una digestién enzimatica del
producto de PCR con la enzima de restriccion Ncol con el posterior envio del producto a la
Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia para ser secuenciado y confirmar su
identidad. Las bandas correspondientes a IFN-a e IFN-A3 fueron luego cortadas de un gel
de agarosa preparativo y purificadas utilizando un kit comercial (Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System, GE).

RT-QPCR PARA LA CUANTIFIACION DEL NUMERO DE COPIAS DE
GENOMA VIRAL

La RT-gPCR viral fue realizada utilizando los cebadores Pan Pestivirus 324-326 [130] para
amplificar un fragmento de 288 pares de bases (pb) de la region 5UTR del VDVB. El ARN
fue extraido a partir de los sobrenadantes de las células MDBK infectadas o sin infectar
utilizando el Kit High Pure Viral RNA (Roche®) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
transcripcion reversa fue llevada a cabo con 300 ng de ARN viral, el cebador reverso y la
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Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega®, US) bajo condiciones estandar. La gPCR se
llevd a cabo utilizando SSoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad®,
California, USA). Se us6 como referencia estandar un pladsmido que contiene la secuencia
de 288 pb de la regiéon 5’UTR de la cepa NADL del VDVB. Las muestras y los controles
fueron corridos por triplicado en el equipo IQ™5 Real-Time PCR detection system (Bio-
Rad®) y analizados mediante el uso de BIO-Rad iQ5 2.0 Standard Edition Optical System
Software.

REACCION DE RETRO-TRANSCRIPCION (RT) PARA LA
DETECCION DEL 5'UTR DE PESTIVIRUS

El ARN fue extraido utilizando el Kit High Pure Viral RNA (Roche®) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la obtencion de ADNc se utilizé la enzima Transcriptasa
Reversa M-MLV (Promega®, US). Para cada reaccion se utilizaron 500 ng de ARN viral y
200 ng de ARN gendmico obtenido como se describe en el punto anterior, los cuales se
mezclaron con 0,25 ug del cebador reverso (Pan Pestivirus 326) para el ARN viral y 0,2 ug
de OligoDT (Biodynamics® SRL, Buenos Aires, Argentina) para el ARN genémico. Para la
mezcla se agregaron 1 ul de solucion de dNTP 10 mM (Promega®, US), 200 U de
Transcriptasa Reversa, 5 ul de solucion tampén de la enzima (20 mM Tris-HCL pH 7.5, 200
mM NacCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT y glicerol 50%), 20 U de inhibidor de ARNasa, cebador
reverso 326 y OligoDT para ARN viral y ARN gendmico respectivamente y agua ultra-pura
(Sigma®, St. Louis, US) cantidad suficiente para (csp) 20 ul. El ARN se agregd en 5 ul de
volumen final obteniendo asi un volumen de reaccion de 25 ul totales. Una vez obtenido el
ADNCc, se conservo a -20°C.

Para realizar la mezcla para la RT se mezclaron los cebadores correspondientes con la
cantidad estimada de ARN en cada muestra para luego incubarla 5 min a 95°C e
inmediatamente colocarla en hielo. Este procedimiento permiti6 que la unién de los
cebadores se realice en la molécula de ARN extendida y no se formen estructuras
secundarias que generen un pegado inespecifico. El conjunto de ARN-cebador se mezclé
con los demas reactivos para completar la reaccién. La mezcla se incub6 a 42°C durante
60 min y luego a 95°C durante 5 min y el producto se refrigeré inmediatamente a 4°C.

NESTED-PCR PARA LA DETECCION DEL 5'UTR DE PESTIVIRUS

La amplificacion mediante la técnica de nested-PCR se basé en el protocolo previamente
descripto por Jones y col., 2001 [50]. Brevemente, la reaccion se llevé a cabo en un volumen
final de 15 pl. Se utilizaron 3 ul de solucién tampon Taq 5X (750 mM Tris-HCI (pH 8.5), 200
MM (NH4)2S04, 0.1% Tween 20), 4 pl de Cl2Mg 25 mM, 1 pl de 300 nM de cada cebador
(Pan-Pestivirus Primers 326 y 324), 0,3 pl de dNTPs 10 mM (Promega®), 0,2 ul de Taq DNA
Polimerasa recombinante (Promega®) y agua Ultra-Pura csp 13 pl. Se sembraron 2 pl del
producto de la reaccion RT a la mezcla para completar los 15 pl de volumen final.

La amplificacion se realizd en un termociclador convencional (lIvema SRL, Buenos Aires
Argentina, modelo T-18). Como control negativo, en lugar de molde se utilizé una cantidad
equivalente de agua Ultra-Pura. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: una
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incubacién a 94°C durante 3 min (paso de desnaturalizacién) y luego 35 ciclos de 15 seg a
92°C (desnaturalizacion), 20 seg a 56°C (unién o anillamiento) y 1 min a 72°C (elongacion).
Una vez finalizado el ciclado se incub6 a 72°C durante 5 min para completar la elongacion.
El producto de esta reaccidn se conservé a 4°C.

La segunda ronda se llevd a cabo con un volumen final de 20 ul. Se utilizaron 4 ul de
solucion tampon Taq 5X, 4 pl de Cl:Mg 25 mM, 1 ul de 300 nM de cada cebador (Pesti-3 y
Pesti-4), 0,4 yl de dNTPs 10 mM (Promega®), 0,2 ul de Tag DNA Polimerasa recombinante
(Promega®) y agua Ultra-Pura csp 18 ul. Se sembraron 2 ul del producto de la reaccion
anterior a la mezcla para completar los 20 pl de volumen final.

La amplificacion se realizé en un termociclador convencional (lvema SRL, modelo T-18).
Como control negativo, en lugar de molde se utilizé una cantidad equivalente de agua Ultra-
Pura. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: una incubacién a 94°C durante 3
min (paso de desnaturalizacion) y luego 35 ciclos de 15 seg a 92°C (desnaturalizacién), 20
seg a 58°C (unién o anillamiento) y 40 seg a 72°C (elongacion). Una vez finalizado el ciclado
se incub6 a 72°C durante 5 min para completar la elongacion. Todos los productos de
amplificacién se analizaron en un gel de agarosa 1,5% m/v e identificados de acuerdo a su
tamafio por comparacién con el marcador de peso molecular (Cien Marker, Biodynamics
SRL).

CLONADO DE LAS SECUENCIAS CODIFICANTES PARA LOS
INTERFERONES

Las secuencias correspondientes a IFN-a y A3 fueron clonadas en pGEM-T (Promega®)
(Figura M.1) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, con el producto
de ligacion se transformaron E. coli DH5a competentes, se seleccionaron las colonias que
crecian en presencia de ampicilina y se obtuvieron los plasmidos utilizando un kit comercial
(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega®).

Xmnl 1994
Scal Mag|

1875 \ 2692
11 oni l’ 1 =tan
Apal 14
Aatll 20
w Sphl 26
Amp' BstZ| 3
? PGEM®-T z Neol | 37
Vector T Sacll 46
(3000bp)

Spel
Metl 62
BstZl 62
Pstl 3

Sall
Ndel 2
Sacl 94
o BstXl 103
Neil 112
126
Tsre | °

Figura M1: Representacion esquematica de pGEM-T Easy vector (Promega®).
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Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRlI para liberar
el fragmento correspondiente al IFN-a; y se utilizé Ncol que corta en la secuencia del IFN-
A3. Estas muestras fueron corridas en geles de agarosa al 0,8% m/v. Estas primeras
digestiones enzimaticas se realizaron para seleccionar un clon positivo para cada IFN. El
plasmido que contenia la secuencia para IFN-a fue digerido con Xhol -Xbal y el de IFN-A3
con EcoRI-Xbal. Los productos de digestion fueron corridos en un gel preparativo (0,8%
m/v). Las secciones (bandas) correspondientes a los interferones (IFNs) fueron cortados de
los geles, purificados utilizando el kit Wizard SV Gel (Promega®) e incorporados en el vector
pcDNA4/HisMaxA (Invitrogen®) (Figura M2) pre-digerido con las mismas enzimas segun el
producto a clonar.

Figura M2: Representacion esquemética de pcDNA4/HisMaxA vector (Invitrogen).

El constructo se verificé mediante electroforesis en un gel de agarosa 1,7% m/v. En el vector
pcDNA4-HisMaxA los ORFs quedan bajo el promotor de CMV que permite expresar
proteinas en células de mamiferos utilizando la ARN-Pol2. Por otro lado, el vector incorpora
una secuencia codificante para 6 residuos de histidina “His-Tag” lo que facilitara luego la
identificacion y purificacion de las proteinas. Las construcciones fueron secuenciadas
nuevamente para corroborar la correcta insercién de las secuencias de interés.

Por motivos que seran detallados en la seccion de “resultados” el IFN-A3 debié ser clonado
nuevamente libre de residuos de histidina. En este caso se utilizd el vector pcDNA3
(Invitrogen®) (Figura M3).
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* There is an ATG upstream
of the Xba | site. Bsml

Figura M3: Representacion esquematica de pcDNA3 vector (Invitrogen).

Se realiz6 una digestion del plasmido que contenia el IFN-A3 (0 GEM-T-INFA3) con EcoRl y
Xbal (FastDigest, Thermo Scientific®), el producto de la digestiéon se corri6 en un gel
preparativo (agarosa al 0,8% m/v), se purifico la banda correspondiente con un kit comercial
de GE Healthcare® (GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit) y se cuantificé en el
Nanodrop (NanoDrop2000 spectrophotometer, Thermo Scientific®). Por otro lado se realizd
la digestion del vector pcDNA3 con EcoRI y Xbal, se desfosforilaron los extremos 5 con
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Promega®), se cuantificaron en el Nanodrop y se
realizo la ligacion del vector con la secuencia de IFN-A3. Con el producto de ligacion se
transformaron E. coli DH5a competentes, se seleccionaron las colonias que crecian en
presencia de ampicilina y se obtuvieron los plasmidos utilizando un kit comercial (Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega®). Los plasmidos obtenidos fueron
digeridos con las enzimas de restriccibon EcoRI y Xbal para liberar el fragmento
correspondiente al IFN-A3, los cuales fueron corridos en un gel de agarosa al 0,8% m/v para
seleccionar un clon positivo para el sistema.

EXPRESION DE LOS INTERFERONES RECOMBINANTES

Para realizar las transfecciones en células HEK293T es necesario contar con gran cantidad
de plasmido (concentraciéon minima 0,1 g/l), con alta pureza, por lo que se realizé una
midiprep utilizando el kit Qiagen® Plasmid Midi Kit (#12143) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Las células HEK293T fueron sembradas en una placa de 10 mm a una concentracion de
2,4x10° cél/ml. Se colocaron 8 ug del ADN a transfectar en un tubo de 2 ml con 300 pl de
MEM-D sin suero ni antibiéticos. Se agité suavemente para luego agregar 80 ul del reactivo
Polyfect (Qiagen®). Se resuspendid y se incub6 durante 5-10 min a temperatura ambiente.
Se le agreg6 1 ml de medio MEM-D con 10% de SFB al tubo para luego adicionar todo el
contenido a la monocapa celular. Se incub6 durante 48 hs y se cosechd el sobrenadante.
Se lo clarific6 y almacen6 a -80°C hasta su utilizacion.
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PAGE-WESTERN BLOT

Se verificd por Western Blot la correcta movilidad electroforética de los IFN recombinantes
(IFNr). Diferentes muestras del sobrenadante clarificado, producto de las transfecciones en
las células HEK293T, se corrieron en un gel de poliacrilamida 12% en condiciones
reductoras. Fueron utilizados como controles negativos: pcDNA4/HisMaxA sin inserto,
pcDNAS3 sin inserto, células HEK293T sin transfectar. Control positivo de reactividad del Ac
anti-HIS: proteina recombinante no relacionada derivada del Virus de la Fiebre Aftosa
(rPVFA) que contiene 6 histidinas en su secuencia.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Hybond™:-P,
GE Healthcare®). La transferencia se corroboré con una tincién con rojo Ponceau. Luego la
membrana se bloqued en PBS-Leche 5% durante toda la noche a 4°C. La membrana se
dividié en varias secciones segun el anticuerpo con el cual se desea revelar. De esta
manera uno de los fragmentos de la membrana se incub6 con un anticuerpo monoclonal
anti-Histidina hecho en ratén (GE Healthcare®) por 1 hora con agitacion a 37°C (porcién 1).
Los otros dos fragmentos con un policlonal hecho en conejo anti-IL28B (Abcam®) y con el
policlonal hecho en cabra anti-IFNa (Abcam®), porcién 2 y 3 respectivamente. Luego se
realizaron 3 lavados con PBS 1X y se incubaron las membranas con un conjugado anti-
ratén:peroxidasa (1:1000 para la porcién 1), anti-conejo peroxidasa (1:750 para la porcion
2) y anti-cabra:peroxidasa (1:750 para la porcion 3) durante 1 hora a 37°C con agitacion.
Por ultimo, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se revelé con ECL Western Lightning Plus
(Perkin Elmer®, Massachusetts, US).

CUANTIFICACION DE LOS INTERFERONES RECOMBINANTES

La cuantificacion del stock de los IFNr se hizo a partir de las MDBK-t2 que como se describio
anteriormente estan transfectadas con un plasmido que contiene el promotor humano del
gen MxA asociado a un gen reportero de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT).
La induccion de los genes Mx esta regulada por los IFNs de tipo | y Ill. La expresion de CAT
se cuantifica con el kit de CAT-ELISA (Roche®). La cuantificacién de los IFNr también se
realizd6 mediante ensayos de reduccién de la infeccion (se detallan mas abajo).

El primer paso consistio en descongelar las MDBK-t2, luego se sembraron en placas de 12
pocillos (1 ml con 500000 cél/pocillo). Luego de 24 hs de incubacién en estufa de CO; a
37°C, se descart6 el medio de cultivo y se lo reemplazé por 500 ul de la muestra conteniendo
la produccién de IFNr a evaluar. Se realiz6 una incubacién en estufa 20-24 hs mas, se
removié el medio de cultivo y se lavo 3 veces con PBS 1X frio.

Finalizado esto se procedi6 a recolectar la muestra a procesar con el CAT-ELISA (Roche®)
segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se adicionaron 300 pl/pocillo de buffer
de lisis 1X (provisto por el kit) y se incub6é durante 20 min a temperatura ambiente. El
contenido de cada pocillo fue recolectado en tubos de 1,5 ml y se centrifugd a méxima
velocidad durante 10 min con el fin de clarificar los extractos celulares. Se colocaron 200
pl/pocillo del estandar de enzima CAT en diferentes diluciones para confeccionar una curva
de calibracion, asi como los 200 uyl de muestra (extracto celular) que también se colocaron
por pocillo para realizar la determinacién. Se cubrio la placa y se incub6 durante 1 hora a
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37°C. Se removi6 el contenido de los pocillos, se lavd 5 veces con 250 ul/pocillo de buffer
de lavado (provisto por el kit) y se agregdé 200 l/pocillo de
diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD). Se incubé a temperatura ambiente durante 30 min
y se realiz6 la lectura de las absorbancias a 405 nm. Los resultados fueron normalizados
respecto a la concentracion de proteinas.

PREPARACION DE STOCKS VIRALES

Se inicio6 la produccién de stocks virales y su titulacion para poder evaluar la capacidad de
los IFNr de inhibir la replicacién de diferentes cepas correspondientes a aislados locales y
de referencia del VDVB.

Los stocks virales de VDVB se produjeron utilizando monocapas de células MDBK con un
70% de confluencia. Para las infecciones se utiliz6 una multiplicidad de infeccién (MOI) de
0,1 DITC50/ml. El in6culo viral se diluyé en 1 ml de medio MEM-D comenzando la infeccion
en un frasco plastico para cultivo celular de 25 cm? “T25” (Sigma®). Se realizd una primera
incubacién a 37°C con movimiento orbital durante una hora para permitir la adsorcion del
virus a la célula. Posteriormente, se agregd 4 ml de medio de mantenimiento (MEM-D, 2%
de SFB) y se incub6 a 37°C en estufa con 5% CO; durante 72 hs. La disrupcién de las
células remanentes se realizé mediante un ciclo de congelamiento-descongelamiento a -
80°C, seguido de clarificacién por centrifugacibn a 4000 xg a 4°C por 20 min. El
sobrenadante se fracciond y se almacené a -80°C.

Para la amplificacion de cada cepa se realizaron 2 pasajes ciegos en células MDBK en
botellas T75. En una primera etapa se adsorbié cada virus con una MOI de 0,1 y se realiz6
una incubacién durante 72 hs en una estufa a 37°C con 5% CO., realizandose la disrupcion
de las células remanentes con un ciclo de congelamiento-descongelamiento como fue
indicado previamente. El contenido del frasco de cultivo clarificado se separ6 en 2 alicuotas
gue se utilizaron como indculos para infectar de la misma forma 2 botellas T150 conteniendo
una monocapa de células MDBK con 70% de confluencia. Luego de realizar el mismo
procedimiento que en el primer pasaje se fracciond la suspension viral (clarificado) en
alicuotas de 1 ml que se conservaron a -80°C. Los cultivos de células MDBK infectadas con
los biotipos no citopaticos se cosecharon a la par con los biotipos citopaticos y se
almacenaron a -80°C hasta su posterior uso. Para conocer el titulo de los stocks virales se
utilizé la técnica de microtitulacion en placa con células MDBK, para esto se realizaron
diluciones seriadas en base cuatro de las muestras analizadas y luego de 5 dias de
incubacién a 37°C, se realiz6 inmunofluorescencia directa (IFD) (descripta en el siguiente
punto) para visualizar la presencia de cepas NCP utilizando un anticuerpo policlonal anti-
VDVB conjugado a FITC (VMRD®). Paralelamente, se realiz6 la observacion directa de la
monocapa en microscopio Optico para la deteccion de ECP de las cepas CP del VDVB. Los
titulos fueron calculados utilizando el método de Reed y Muench [131] y expresados en
dosis infectivas de cultivo de tejido 50 (DITC50/ml).
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

Todas las infecciones en monocapas celulares realizadas con cepas NCP se detectaron
mediante la técnica de IFD. Para ello, las células se fijaron a las placas de cultivo de 96
pocillos utilizando paraformaldehido (PFA) al 3% en PBS durante 15 min. El siguiente paso
consistié en permeabilizar la monocapa utilizando Tritén X100 (Sigma®) al 0,2% en PBS y
después de dos lavados la placa se incubd durante 10 min con una solucién de bloqueo
con suero normal equino al 5% y 3% de azul de Evans como contra-tincion. Las placas se
incubaron con un anticuerpo comercial policlonal anti-VDVB conjugado con FITC (VMRD®)
a una dilucion de uso 1:1 en solucion de bloqueo, empleando 30 pl de volumen total por
pocillo. Se incubd en cdmara humeda durante 45 min a 37°C. Se lavé 2 veces por 5 min
con PBS 1X. La lectura se realizé en un microscopio de fluorescencia invertido con el
objetivo de 40X utilizando el filtro FICT/Evans Blue (490/575 nm respectivamente). Se
considerd positiva toda muestra en la cual se observé fluorescencia verde brillante
citoplasmaética. Todos los ensayos que utilizaron IFD fueron realizados con control positivo
de infeccion.

ENSAYO DE REDUCCION DE FORMACION DE PLACAS

La actividad antiviral de los IFNr fue determinada mediante la reduccion del namero de
focos virales. Brevemente, las células MDBK fueron pre-tratadas con diluciones al medio
de dichos compuestos. Luego de 24 horas de incubacion se removieron los sobrenadantes,
se lavaron las células y se desafiaron con aproximadamente 100 unidades formadoras de
placas (UFP) de VSV, VFA o cepas CP del VDVB durante 1 hora. El in6culo fue removido,
se realiz6 un lavado con PBS estéril 1X y se cubridé la monocapa con agarosa al 2%. Se
realizé una incubacién de 48 horas a 37°C y CO: 5%. Cada tratamiento fue realizado por
triplicado y en cada ensayo se incluyeron dos controles: el virus solo (sin tratamiento con
IFNr) o las células sin tratar (sin virus ni IFNr), también por triplicado. Las placas se
visualizaron mediante la tincion con Cristal Violeta. La base para el control negativo (células
infectadas sin tratar) fue el promedio del nimero de placas virales + el desvio estandar de
las células sin tratar. El porcentaje de la reduccion (PR%) comparado con el control negativo
fue calculado de la siguiente manera: PR(%)=(V-1)x100/V. Donde V es el promedio del
namero de placas para el control negativo (células infectadas sin tratar) e | corresponde al
promedio del nimero de placas en los pocillos tratados con IFNr. El nimero de UFP fue
proporcionalmente disminuyendo a medida que aumentaba la concentracién de IFNr.

ENSAYO DE TIEMPO DE ADICION

Se realiz6 el tratamiento con IFNr realizando las incubaciones a diferentes tiempos: pre-
tratamiento con IFNr de 24 hs, tratamiento con IFNr de 1 hora durante la adsorcion viral,
tratamiento con IFNr de 1 hora durante la adsorcion viral y la posterior incubacion de 48 hs
hasta la finalizacion del ensayo y el tratamiento con IFNr durante 48 hs luego de finalizada
la adsorcion. Para esto se sembraron células MDBK (15000 cél/pocillo) en una placa de 96
pocillos y se realizaron los siguientes tratamientos (Figura M4):
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- “Pre-Tratamiento”: Pre-tratamiento de 24 hs con IFN-a y A3 en una dilucién Unica de
1/20.

- “Adsorcion”: Tratamiento con IFN-a y A3 en una dilucién unica de 1/20 durante la
hora de adsorcion del indculo viral

- “Adsorcion + Tratamiento”: Tratamiento con IFN-a y A3 en una dilucién unica de 1/20
desde el inicio de la adsorcion hasta el final del ensayo que requiere 48 hs de
incubacion.

- “Tratamiento”: Tratamiento con IFN-a y A3 en una dilucién unica de 1/20 desde que
finaliza la adsorcion hasta el final del ensayo que requiere 48 hs de incubacion.

-24hpi Adsorcién +48 hpi
i (] N
IFN-o/IFN-A
IFN-ot/IFN-A
IFN-ot/IFN-A
IFN-ot/IFN-A

Figura M4. Esquema de tratamiento a diferentes tiempos con IFN-a e IFN-A3.

La infeccién se realizo con la cepa de referencia Singer (CP) a una MOI de 0,5. Se incubé
el indculo durante 1 hora a 37°C con 5% de CO; (Adsorcidn). Se lavaron todos los pocillos
con MEM-D, segun el disefio de placa se colocé 100 ul/pocillo de MEM-D al 2% SFB o el
IFN correspondiente, IFN-a 0 A3 segun el tratamiento. Se incubd 48 hs y se recolecté el
sobrenadante para realizar una microtitulacion en placa de 96 pocillos segin el ECP.

ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Esta técnica se utilizé para el estudio del efecto de los IFNr sobre la viabilidad de células
adherentes. Para realizar dicho estudio células MDBK se sembraron en placas de 96
pocillos hasta alcanzar la confluencia y se expusieron a las distintas concentraciones de los
IFNr durante 24 hs a 37°C con 5% CO.. Una vez finalizada la incubacién se levanto el
sobrenadante y se coloco PFA-4% 100 pl/pocillo o 1,5 ml/pocillo segun se trate de una placa
de 96 o 6 pocillos respectivamente. Se incubd durante 10 min. Se retiro el fijador y se coloco
cristal violeta 0,1% y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Finalizada la
incubacion se retiro el cristal violeta, se lavé dos veces con H,O corriente y se dej6 secar la
placa de forma invertida. Se tomaron registros fotogréficos y luego se agregé metanol 100
pI/pocillo o 1,5 mi/pocillo, segun si era una placa de 96 o 6 pocillos respectivamente, para
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solubilizar el cristal violeta. Se realizé la lectura de las absorbancias a una longitud de onda
de 540 nm.

La actividad metabdlica de las células MDBK pre-tratadas con IFNr fue medida con TACS®
XTT Cell proliferation Assay Kit (TREVIGEN, Gaithersburg, MD) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las sales de tetrazolio de segunda generacion, XTT, se
pueden usar eficazmente en ensayos de proliferacion celular, citotoxicidad y apoptosis. En
las células vivas, el XTT se reduce a un derivado naranja soluble. La sensibilidad de un
ensayo de XTT se mejora en gran medida por el uso de un portador de electrones
intermedio, PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfato). PMS ayuda a impulsar la reduccion
de XTT y la formacion de su derivado de formazan.

Los valores de Densidad Optica (DO) para los controles de células sin tratar (utilizando
sobrenadantes de transfecciones realizadas con el plasmido vacio) fueron computados
como referencia de células viables. Las células muertas se obtuvieron a partir de la infeccion
con la cepa Singer del VDVB a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 e incubando las
células a 45°C en medio sin suero durante 24 horas. En algunos experimentos la muerte
celular se logré6 mediante shock osmético, lavando la monocapa con agua destilada. Los
ensayos fueron realizados por triplicado y la Concentracion Inhibitoria 50 (CI50) fue
estimada por una regresion no-lineal como el nimero de unidades de IFNr necesarias para
la reduccion del 50% del efecto citopatico sobre las células MDBK infectadas no tratadas.

A partir de las DO obtenidas para los estudios de viabilidad celular y/o actividad metabdlica
se calcula el porcentaje de toxicidad con la siguiente férmula:

Citotoxicidad (%)= 100 x[(A-B)/B] siendo “A”: Promedio DO células no tratadas, y “B”:
Promedio DO células tratadas.

El indice de Selectividad (IS) es el resultado del cociente entre la concentracion de
citotoxicidad 50 (CC50 — concentracién de compuesto que produce un 50% de citotoxicidad)
y la Concentracion Efectiva 50 (CES5O0).

DETERMINACION DE APOPTOSIS/NECROSIS EN CMSP

Las CMSP, preparadas como se describié anteriormente fueron resuspendidas con 3-5 ml
de Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) sin rojo fenol (Gibco®) suplementado con:
Hepes 1M (Sigma®), antibiéticos, glutamina (Sigma®), Piruvato (Gibco®), 2B-mercaptoetanol
(Sigma®) y SFB 10% (Gibco®).

Luego de realizado el tratamiento correspondiente las células fueron cosechadas y se
procedié a la marcacién con el Kit de Annexin V y 7-AAD (BD Pharmingen™) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se lavaron las células dos veces con PBS 1X 'y
se ajustd su concentracion a 1x10° cél/ml. Se transfirid 100 ul de la suspension de células
a un tubo nuevo de citometria. Se agregaron 5 pl de los reactivos: PE Annexin V' y 7-AAD
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provistos por el kit. Se agitdé suavemente y se incub6 en oscuridad durante 15 min a
temperatura ambiente. Luego se agregaron 400 ul de Binding Buffer 1X y se realizé el
andlisis correspondiente en el citémetro (BD FacsCalibur™) de INTA Castelar.

ELISA EN CELULAS

Se trabaj6 con células MDBK en placas de 96 pocillos a una confluencia aproximada del
70% (1,5x10° células/pocillo) [132], las células fueron pre-tratadas con diferentes diluciones
al medio de los IFNr (~6 a 0,1 U/ml) o con medio de cultivo MEM-D (control) e incubadas a
37°C durante 24 hs. Finalizado el periodo de incubacién, las células se lavaron e infectaron
con 50 pul de las diferentes cepas del VDVB a una MOI=0,05 para las cepas CP y 0,001
para las NCP. Las MOI fueron pre-seleccionadas para arrojar un valor de DO de 1,10 + 0,14
a las 48 hs post-infeccion. A los pocillos sin infectar utilizados como controles se les adicion6
MEM-D sin suero. La adsorcion viral se realiz6 en estufa de 37°C durante 1 hora,
posteriormente las células fueron lavadas e incubadas 48 hs mas. Cada tratamiento y
controles fueron realizados por triplicado. Finalizado el tiempo de incubacion las células se
fijaron con PFA-4%, se permeabilizaron con Tritén X-100 al 10% y fueron bloqueadas con
suero normal equino (SNE) al 10% durante 90 min. Para el revelado, las células se
incubaron con el anticuerpo primario monoclonal anti-NS3 (1 hora a 37°C), luego se
adiciond el anticuerpo secundario anti-ratbn-peroxidasa (2 hs a temperatura ambiente).
Luego de 3 lavados con PBS 1X se agregd el sustrato acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) diamonio (ABTS), se incubé 15 min en oscuridad a
temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con fluoruro de sodio (NaF) 0,5 M y se realiz6
la lectura en un espectrofotémetro (Multi-Mode Microplate Reader, Synergy HT, BioTek®) a
405 nm. Los resultados se normalizaron al nimero de células en cada pocillo con Janus
Green (Sigma®, 50 pl/pocillo), realizando una segunda lectura a 595 nm y dividiendo ambas
lecturas de DO para obtener el valor corregido.

Los protocolos para determinar la actividad antiviral de la Thiosemicarbazona derivada de
5,6-Dimethoxy-1-Indanone (TSC) y el Phenyl thiophene carboxamide derivado 12 (PTC12),
gentilmente provistos por la Dra. Cavallaro y el Dr. Alvarez, respectivamente; fue realizado
como de ha reportado anteriormente [116], [117]. Brevemente, diluciones seriadas al medio
de TSC (desde 10 uM) fueron agregadas a las células luego de remover el inéculo viral
(VDVB-NADL, MOI=0,05). Diluciones seriadas al medio de PTC12 (desde 10 uM) fue
agregado a las células junto con el virus (VDVB-VS253, MOI=0,001) e incubado durante 72
hs.

INFECCIONES CON VDVB-GFP

Se utilizaron células MDBK en placas de 24 pocillos con una confluencia del 80%. Se
realizaron dos lavados con 500 ul de PBS/pacillo. Luego se agregaron 50 ul en cada pocillo
de virus recombinante (cepa NADLNcp) que expresa la proteina verde fluorescente (GFP)
durante la traduccion de los genes tempranos del ARN viral (virus “VDVB-GFP”, provisto
por el Dr. Diego Alvarez de la UNSAM). El in6culo viral se adicion6 a una MOI=0,1 y se
incubo durante 1 hora a 37°C. Finalizada la incubacion se hizo un lavado con 500 pl de
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MEM-D 2% SFB por pocillo, se descartd y se agregaron 1 ml/pocillo de MEM-D 2% SFB.
Se incubo 3-5 dias hasta el momento de la cosecha viral.

Por otro lado, para la obtencion de CMSP, detallado mas arriba, se centrifugé 120 ml de
sangre de un bovino sano a 800 xg a temperatura ambiente durante 45 min. Se aspiraron
cuidadosamente las CMSP y se van colocando en un cénico estéril de 50 ml. Se realizaron
lavados con PBS 1X y medio RPMI-2% SFB, finalmente se resuspendieron las células con
medio RPMI completo. Se sembraron 1x10° células por pocillo en una placa de 48 pocillos.
Al dia siguiente se realizdé un lavado suave con 200 ul/pocillo de PBS 1X. Se agrego el
VDVB-GFP a una MOI=2 y se incub6 1 hora a 37°C. Se lavé con MEM-D SFB 2% y luego
se agregaron 500 ul/pocillo de MEM-D 2% SFB para ser incubado durante 3-5 dias.

PRE-TRATAMIENTO CON INTERFERONES E INFECCION DE CMSP

Para la obtencion de CMSP de bovino se siguié el mismo procedimiento descripto mas
arriba. Se sembraron 3x10° cél/pocillo en una placa de 6 pocillos. Se realizd6 un pre-
tratamiento de 24 hs con IFNr en una dilucion de 1/8. Finalizada la incubacion se infectd
con la cepa de VDVB 98-124 a una MOI=0,2. Se realiz6é la adsorcion del inéculo viral
durante 1 ha 37°C y 5% de CO.. Se lavé con medio RPMI y se colocé 2 mi/pocillo de medio
RPMI 2% SFB en todos los pocillos. También se emplearon controles de infeccion sin tratar
y controles de células sin infectar ni tratar. Se incub6 48 hs en estufa y se recolectaron los
sobrenadantes para determinar NS3 mediante el ELISA en células.

PUESTA A PUNTO MODELO MURINO DE INFECCION POR VDVB

Para la puesta a punto del modelo murino de infeccidon se inocularon ratones BALB/c
hembras de 6-8 semanas de edad con las cepas del VDVB: NY-93 (cepa de referencia, alta
virulencia) y 98-124 (aislado local, baja virulencia). Para tal fin se prepararon nuevos stocks
virales siguiendo el mismo procedimiento antes detallado, pero con la salvedad de realizar
la amplificacién viral sin utilizar SFB para evitar una posible reaccién adversa al inyectar el
in6culo en los ratones.

Dos grupos de 8 ratones BALB/c (hembras, 6-8 semanas de vida) fueron inoculados por
via intraperitoneal (ip) con 0,4 ml de una dosis de 5x10° DITC50/ml de dos cepas del VDVB
(NY-93y 98-124). Cuatro animales fueron empleados como control sin infectar y recibieron
0,4 ml de MEM-D. (Protocolo N° 6/2017 CICUAE).

Se utilizaron dos cepas no citopaticas del VDVB de genotipo I, la cepa de referencia NY -
93 y el aislado local 98-124, de alta y baja virulencia, respectivamente. Ambas cepas han
sido ya caracterizadas por nuestro grupo en un modelo bovino, mostrando diferencias en la
severidad de la signologia clinica y la extension de la viremia [133]. Se obtuvieron muestras
de sangre y suero de los ratones al iniciar el experimento y a los 2, 4y 7 dias post infeccion
(dpi). A los 7 dpi se practicé la eutanasia del total de los animales y se realizé la ablacion
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de corazén, bazo, higado, rifion, linfonddulos mesentéricos y cerebro para evaluar
presencia de genoma viral por RT-nested PCR y detectar lesiones histopatolégicas en
cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina-eosina. Se cuantificaron también citoquinas
pro-inflamatorias a los 2 y 4 dpi en suero utilizando kit comercial (BD® CBA inflammation
kit) y se determiné viremia utilizando el ELISA en células descripto anteriormente (Figura
M5).

12 Hembras BALB/c
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NY-93 Dias post- infeccion
98-124 n
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Figura M5. Esquema del disefio experimental del desarrollo del modelo
murino de infeccidn para las cepas NY-93 y 98-124 del VDVB.

Una vez obtenido el bazo del animal se lo coloc6 en una placa de petri estéril con 5 ml de
medio RPMI, se realizaron dos pequefias incisiones y se disgregd el érgano con la ayuda
de dos porta-objetos con una porcién de vidrio esmerilado. La suspensién celular obtenida
fue recolectada con una aguja 21G acoplada a una jeringa de 5 ml y se realizaron 3 pasajes
por este sistema para terminar de desmenuzar el tejido. Se completé un volumen final de
15 ml con medio RPMI suplementado con glutamina, antibiético, B-Mercaptoetanol y SFB
(Gibco®) al 10%. Se contaron las células haciendo diluciones con Solucién de Turk y se
sembraron 1x10° cél/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se incubé durante 16 hs para luego
realizar la infeccién con la cepa 98-124 (Aislamiento local, baja virulencia, NCP) a una
MOI=2. Se incub6 48 hs y se levanté el sobrenadante para luego determinar NS3 y
citoquinas pro-inflamatorias.

prueba de eficacia en ratones
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Se trabaj6 con 8 grupos de ratones, hembra, BALB/c de 6-8 semanas de vida. Los
tratamientos realizados en cada grupo fueron los siguientes (Protocolo N° 6/2017 CICUAE)
(Figura M6):

Grupo 1la: Dia -1: Pre-tratamiento con IFN-a mouse (Miltenyi Biotec®, Alemania) 250000
U/dosis, via SC. Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via
IP. (n=5)

Grupo 1b: Dia -1: Pre-tratamiento con IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. Dia O:
Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. (n=5)

Grupo 2a: Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. Dia
1: Tratamiento con IFN-a (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis, via SC. (n=5)

Grupo 2b: Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. Dia
1: Tratamiento IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. (n=5)

Grupo 3: Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP.
(Control positivo de infeccion). (n=5)

Grupo 4: Dia 0: Inoculacion de 0,4 ml de MEM-D (excipiente del inoculo viral) por via IP.
(Control negativo). (n=6)

Grupo 5a: Dia -1 y 1: Administracién de IFN-a (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis, via SC.
(Control de tratamiento). (n=2)

Grupo 5b: Dia -1y 1: Administracion de IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. (Control
de tratamiento). (n=2)

DIA -1 DIA 1

GRUPO la LT_
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GRUPO 1b I B
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Figura M6. Esquema de diferentes tratamientos segun el disefio experimental del ensayo. 56
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Toma de muestras: Todos los procedimientos con ratones se llevaron siempre a cabo en la
estacién de cambiado del bioterio de INTA Castelar (Foto M1). Se tomaron muestras de
sangre entera los dias 0, 4, 7, 12, 20, 30, 40, 50 y 60 post infeccion (pi). Se colecté un
volumen méaximo de 100 pul por tiempo de sangrado para no afectar la volemia del animal.
La sangre entera se conservé a -20°C hasta su posterior andlisis. La eutanasia se realiz6 a
los 60 dpi administrando una previa anestesia con isofluorano para luego proceder a la
dislocacién cervical. Posteriormente se realiz6 la extraccion del bazo, higado y linfonddulos
mesentéricos. A partir de las muestras de sangre se realizo la determinacion de viremia en
suero mediante el ELISA en células detallado anteriormente. A partir de las muestras de los
diferentes érganos se realizo el aislamiento viral.

Foto M1. Trabajo con ratones BALB/c en la estacion de cambiado del bioterio de INTA

El primer paso consistié en el macerado de los 6rganos: Se agreg6 una pizca de arena
estéril y se disgreg6 la muestra utilizando pilones plasticos aptos para tubos de 1,5 mly se
fue agregando MEM-D 5% de SFB (volumen final: 1 ml). Luego, se centrifugd el macerado
a 10000 xg durante 20 min a 4°C. Se descart6 el pellet y se volvié a centrifugar el
sobrenadante en las mismas condiciones. Se descarto el pellet nuevamente y se sembraron
50 ul de sobrendante por cuadruplicado en una placa de 96 pocillos conteniendo una
monocapa de células de MDBK. Se incubd 1 hora a 37°C en estufa con 5% de CO,. Se
agreg6 50 ul de MEM-D 5% de SFB a cada pocillo y se incubé durante 2 dias en las
condiciones descriptas anteriormente. Finalizado el tiempo de incubacion se realiz6 un ciclo
de congelado-descongelado de las placas a -80°C para hacer pasajes ciegos en placas de
96 pocillos. Se realizaron en total 3 pasajes ciegos y luego se determiné la presencia viral
mediante el revelado con IFD.
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PRUEBA DE EFICACIA EN RATONES - TRATAMIENTO
COMBINADO

Se trabajé con 7 grupos de ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad que
recibieron los siguientes tratamientos (Protocolo N° 6/2017 CICUAE) (Figura M7):

Grupo 1: Dia -2, -1: Pre-tratamiento con IFN-a mouse (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis,
via SC. Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. Dia 1
y 2: Tratamiento con IFN-a mouse (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis, via SC. (n=5)

Grupo 2: Dia -2, -1: Pre-tratamiento con IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. Dia 0:
Inoculacion de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. Dia 1 y 2: tratamiento
con IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. (n=2)

Grupo 3: Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. Dia
1y 2: Tratamiento con IFN-a mouse (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis, via SC. (n=5)

Grupo 4: Dia -2, -1: Pre-tratamiento con IFN-a mouse (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis,
via SC. Dia 0: Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. (n=5)

Grupo 5: Dia -2, -1: Pre-tratamiento con IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. Dia 0:
Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. Dia 1y 2: Tratamiento
con IFN-a mouse (Miltenyi Biotec®) 250000 U/dosis, via SC. (n=5)

Grupo 6: Dia -2, -1: Pre-tratamiento con IFN-A mouse (Sigma®) 2ug/dosis, via SC. Dia O:
Inoculacién de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. (n=5)

Grupo 7: Dia 0: Inoculacion de 0,4 ml de 5x10° DITC50 de VDVB cepa 98-124 via IP. (n=5)

Se tomaron muestras de sangre los dias: 0, 2, 4, 7, 10, 15, 20 y 30 pi. A partir de la sangre
obtenida se determindé la viremia en suero mediante el ELISA en células detallado
anteriormente.
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DIA -2 DIA -1 DIA1 DIA 2

Infeccion

Infeccion

GRUPO 3 ——TLL

Infeccion

GRUPO 4 LL———
Infegc')n

GRUPO5 LL—LL
Infegén

GRUPO 6 LLT——

Infeccion
GRUPO 7 1 1 1 | |

Infeccion

Figura M7. Esquema de diferentes tratamientos segun el disefio experimental del ensayo.

PRUEBA DE SEGURIDAD POSOLOGICA EN BOVINOS

Se trabaj6 con 12 bovinos Aberdeen Angus, hembras, de 3 meses de edad pertenecientes
al campo experimental de INTA Castelar (Protocolo N° 60/2017 CICUAE).

Los animales fueron divididos de forma aleatoria en 4 grupos experimentales con un n=3
en cada uno. Los grupos 1, 2 y 3 recibieron dos inoculaciones subcutaneas (SC) de
sobrenadante de transfecciones conteniendo IFN-A3 recombinante bovino en tabla del
cuello con un intervalo posologico de 24 hs y dosis de 6 U/Kg, 3 U/kg y 1,5 Ulkg
respectivamente, en un volumen de 16 ml [134]. El grupo 4 control recibié solamente el
excipiente (MEM-D) en el mismo volumen y sitio de inyeccién que los grupos anteriores. Se
realizé un seguimiento clinico y se tomaron muestras de sangre entera y suero de vena
yugular de cada animal los dias 0, 3 y 8 post-inoculacién para controlar los siguientes
parametros: Hematocrito, Recuento de Globulos Rojos y Blancos, Plaquetas,
Hemoglobinemia, Volumen Corpuscular Medio, Hemoglobina Corpuscular Media,
Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media, Uremia, Creatinina, GPT, GOT, GTy,
Fosfatasa Alcalina, Proteinas Totales, Albumina, Bilirrubina Total y Directa [112], [133].
(Foto M2)

59



MATERIALES Y METODOS

Foto M2. (A) Aplicacion SC de IFN-A3 en tabla del cuello. (B) Toma de muestra de sangre entera
mediante puncién de vena yugular.

PRUEBA DE EFICACIA EN BOVINOS

Se utilizaron 6 bovinos hembra de la raza Holstein de 3 semanas de edad al inicio del
ensayo, con un peso vivo promedio de 54,5 Kg, provenientes del establecimiento lechero
“‘Santa Elena” ubicado en la Capital de la Provincia de Salta. (Protocolo N° 37/2018
CICUAE).

La primera maniobra realizada fue la extraccion de muestras de sangre periférica mediante
puncién de la vena yugular de 22 animales del establecimiento para determinar la presencia
de antigeno p80 y de Anticuerpos contra p80 en suero. De esta manera se seleccionaron 6
animales negativos para ambas determinaciones.

Se emplearon dos grupos de tamafio diferente (Grupo 1 y Grupo 2 control). Aceptando un
riesgo alfa de 0,1 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral, se precisan 4 sujetos en
el primer grupo (Grupo 1) y 2 en el segundo (Control) para detectar una diferencia igual o
superior a 0,8 unidades. Se asume que la desviacién estandar comun es de 0,3. Se ha
estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 10%.

Los animales fueron separados al azar en los 2 grupos: El grupo 1 recibié 6 U/Kg/dia por
via subcutanea (sc) de IFN-A3 recombinante en tabla del cuello (Foto M3) durante 2 dias
antes de la infeccion (pre-tratamiento, dias -2 y -1 pi), el dia O fue el dia de la infeccién la
cual sera detallada mas adelante y el dia 1 y 2 pi se administré nuevamente 6 U/Kg/dia por
via subcutanea (sc) de IFN-A3 recombinante en tabla del cuello (tratamiento). A los animales
del grupo control se les administr6 los dias -2, -1, 1y 2 pi MEM-D 2%SFB (excipiente del
IFN-A3 recombinante) y también se los infecté el dia 0 de la misma manera que al grupo
experimental.
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INSTALACIONES

Los terneros se alojaron en un campo experimental de la provincia de Salta. La supervision
de los animales la realizaron veterinarios de la estacion experimental INTA Cerrillos. Se
mantuvieron estabulados bajo la modalidad de “guachera con estaca” en 7 mt?/animal (Foto
M4 y 5).

Se trabajo bajo el “principio de las cinco libertades”: ausencia de hambre y sed, ausencia
de incomodidad fisica y térmica, ausencia de dolor, enfermedades y lesiones, posibilidad
de mostrar una conducta normal y ausencia de miedo y distrés (es decir, estrés intenso o
duradero que sobrepasa la capacidad de adaptacion del animal). Para asegurar el
cumplimiento de este principio se establecié un protocolo de alimentacién y bebederos que
aseguraban el consumo ad libitum de agua. Asimismo, se realizd estrictamente un examen
periédico en busca de afecciones y se intenté generar una familiarizacion entre el animal y
el investigador para reducir el estrés.

Fotos M4 y 5. Instalaciones del campo experimental. Terneros estabulados en “guachera con
estaca’.

ALIMENTACION

Se alimenté a los animales con alimento balanceado iniciador para terneros “Teknafeed
Guachera 35%” (Teknal S.A., Argentina) (Composicion en tabla M1). Se ofrecié desde el
primer dia ad libitum mediante tarro (foto M6).
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Foto M6. Cria bajo el sistema de “estaca’.
Alimentacién y agua ad libitum.

MATERIALES Y METODOS

COMPOSICION DEL ALIMENTO
Proteina cruda 37,50%
Calcio 3,62%
Potasio 1,59%
Magnesio 0,73%
Sodio 0,70%
Fésforo 0,68%
Hierro 364 ppm
Zinc inorganico 285 ppm
Zinc organico 159 ppm
Cobre inorganico 93,7 ppm
Cobre organico 47,9 ppm
Selenio inorganico 1 ppm
lonéforo 140 ppm
Antibidtico 63,9 ppm
Vitamina A 10315 UI/KG
Vitamina AD3 2064 UI/IKG
Vitamina E 47 UIKG

Tabla M1. Composicion

alimento “Teknafeed Guachera

35%”.

Todas las infecciones experimentales se realizaron utilizando 5 ml de medio de cultivo con
una concentracion final de 1x10° DITC50/ml de VDVB cepa 98-124. Las inoculaciones del
virus se realizaron por la via nasal utilizando un aspersor manual.

Foto M3. Inoculacién de IFN-A3 recombinante por via SC
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Una vez infectados, los terneros fueron examinados de forma periédica en busqueda de
signos clinicos asociados al VDVB. Se realizé una inspeccion visual, un examen objetivo
general y particular que comprendié la evaluacion de constantes fisiologicas, estado de
mucosas y auscultacion de la region toracica para descartar la presencia de anormalidades
pulmonares que puedan relacionarse con la infecciébn. Se tuvo en cuenta también las
condiciones climaticas al momento de la examinacion. La temperatura rectal se tomé con
termémetro digital Citizen® Digital Silfab 301c con alarma de alerta y la auscultaciéon se
realizé con el estetoscopio Littmann® Lightweight Ii S.e. 2450.

Para clasificar los signos clinicos se disefié un sistema de puntaje o score clinico (SC) para
poder comparar terneros entre si.

El SC abarcé la evaluacion del sensorio, presencia de anorexia, evaluacion de secreciones
nasales y oculares y presencia y tipo de diarrea [133]. La Tabla M2 detalla el disefio del
puntaje o score segun cada signo.

Signo Categoria Score o Puntaje
Alerta 0
Sensorio Deprimido 1
Rta. Sélo a estimulos dolorosos 2
. Ausente 0
Anorexia
Presente 1
.., Serosa 1
Secrecion
Seromucosa 2
Nasal
Mucopurulenta 3
Secrecion Serosa 1
Ocular Seromucosa 2
Leve 1
. Media 2
Diarrea
Acuosa 3
c/sangre (Melena o Hematoquecia) 4
Signos Tos 1
Respiratorios Disnea 2

Tabla M2. Descripcién de los signos clinicos evaluados y su puntaje asignado.
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Se tomo muestra de sangre entera los dias: -2, -1, 4, 7, 14, 21 pi mediante puncién de vena
yugular para luego realizar las determinaciones en suero. También se realizaron hisopados
nasales los dias: -2, 2, 4, 7'y 14 pi (figura M8).

Luego del dosaje de anticuerpos y viremia el dia 24 pi y corroborando la sanidad de los
animales, éstos pudieron regresar a su establecimiento de origen. La cepa 98-124 con la
que se inocul6 a los animales es de baja virulencia. La sintomatologia que presenta es leve
y de total remision transcurridos 4 a 5 dias post-infeccion [133]. Previendo tal situacion y al
no ser necesaria la toma de muestras de érganos de los animales, acordamos con el
establecimiento de origen la devolucion de los terneros una vez culminada la experiencia.

Infeccion

v v 1 y v
-2 -1 0 +1 +2 +4 +7 +14 +21
IFN o placebo X X X X
Suero
Hisopado x ; :; ); '; x

Figura M8. Prueba de eficacia en bovinos. Esquema de tratamiento, infeccion y toma de
muestra a los diferentes dias post-infeccion.

Los hisopados nasales se realizaron con tampones de algodén estériles previamente
embebidos con MEM-D suplementado con antibiéticos y antifingicos. Se colocd un tampdén
por animal en una de sus fosas nasales durante por lo menos 5 minutos. Al retirar el tampén
se lo coloco en un cénico de 50 mly se centrifug6 a 4000 rpm durante 10 min para obtener
una muestra homogénea para luego determinar NS3 mediante el Kit de ELISA de Ag para
VDVB (Priocheck®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

ANALISIS DE DATOS

La dosis Inhibitoria 50% en los IFNr fue computada usando el modelo inhibicién-respuesta
en GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, CA, USA). En este estudio, los valores de
DO fueron estandarizados en DO~1 para las células infectadas, luego, DI50 corresponde a
las unidades que dieran DO~0,5. El rango lineal de deteccién de este método permite la
estimacion de cada valor DI5SO0 sin tener que realizar una dilucion de punto final.

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el GraphPad Prism v5.0. Se aplico el
test de Spearman para medir la extensién de qué valores de DO estimadas por el ELISA
en células y la lectura de otros métodos, tienden a cambiar en forma conjunta cuando las
células MDBK fueron pre-tratadas con diferentes concentraciones de cada IFN. Los
resultados de la sensibilidad de las diferentes cepas fueron comparados con ANOVA 2-
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factor repeated mesurements seguido de Test de Bonferroni de comparaciones multiples.
El intervalo de confianza fue del 95%.

Las comparaciones entre grupos, que en todos los casos no tenian una distribucion normal,
se realiz6 utilizando la prueba de Mann-Whitney.

El intervalo de confianza fue del 95% para todas las evaluaciones realizadas.

65



RESULTADOS — CAPITULO 1

RESULTADOS - CAPITULO 1

DESARROLLO Y PRODUCCION DE INTERFERONES
RECOMBINANTES

OBJETIVOS

- Clonar y expresar IFN-A3 e IFN-a bovinos en células de mamiferos.

- Evaluar la actividad biolégica de IFN-A3 e IFN-a recombinantes con virus de
conocida susceptibilidad.

- Determinar el efecto de los IFNr sobre la viabilidad celular de las MDBK.

INTRODUCCION Y DISENO EXPERIMENTAL

El primer paso de este trabajo de tesis consistié en el clonado de las secuencias que
codifican para los IFN-A3 e IFN-a bovinos. Basandonos en el trabajo de Diaz-San Segundo
y col [111] y a partir de la secuencia ya publicada para ambas citoquinas: IFN-a bovino
(GenBank: NM_001017411.1) y el IFN-A3 bovino (GenBank: HQ317919.1) se disefiaron los
cebadores. Los pasos béasicos para esta etapa fueron en primer lugar la obtencién del
material genético “molde” (ARNm) a partir del cual se obtuvo el ADN copia (ADNc), para
luego amplificar la secuencia codificante (ORF) por PCR. Luego se llevo a cabo el clonado
de ambos ORF vy el posterior sub-clonado para introducir la secuencia en un plasmido que
permita la expresién de la proteina recombinante en un sistema de células de mamifero.
Una vez corroborado que la proteina se expresaba correctamente, evaluamos su actividad
biolégica frente a un virus de sensibilidad conocida [111]. Por otro lado, contamos con un
sistema que permite evaluar la actividad de los IFNs sobre el promotor Mx utilizando un
sistema reportero.

RESULTADOS

Se realiz6 el disefio de los cebadores para amplificar el ORF que codifica para el IFN-a
(GenBank: NM_001017411.1) y el IFN-A3 bovino (GenBank: HQ317919.1).
Los cebadores utilizados y sus caracteristicas se describen en la Tabla 1.1.
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Nombre Longitud PM Tm°® nmol GC % Secuencia
Fw-A3 28 8550 84.9 549 64.2 CAGAATTCATGGCCCCGGGCTGCACGCT
Rw-A3 30 9158 74.4 42.0 53.3 TCTAGATTAGACACACTGGTCTCCGCTGGC
Fw-a 29 8857 90.3 47.3 75.8 CCGCTCGAGATGGCCCCGGGCTGCACGCT
Rw-a 30 9096 86.1 67.8 70 TCTAGAGACCAGGTGTGTGTCAGTCC

Tabla 1.1. Cebadores utilizados para amplificar las secuencias codificantes de los IFN-
a y A3 bovinos. Se indica en negrita los sitios para las enzimas de restriccion elegidas para
realizar el clonado.

Se extrajo ARN total de células de Rifién Fetal Bovino (RFB) infectadas con VFA cepa A24
Cruzeiro (MOI=0.2) utilizando Trizol, segun se detalla en “Materiales y métodos”. La
concentracion del ARN extraido se determiné utilizando un Nanodrop (NanoDrop2000®
spectrophotometer, Thermo Scientific). Con los cebadores disefiados, se realizé una retro-
transcripcién para obtener los ADNc correspondientes a cada ORF. Para el caso de IFN-
A3, en un primer intento se obtuvo ADNc inespecifico debido a la temperatura de anillado
de la RT-PCR, la cual fue modificada de 55 a 60°C. Una vez establecida la temperatura
correcta se realizo la amplificacion de ambas secuencias (Figura 1.1).

Figura 1.1. Gel de Agarosa 1,8% de los
productos de la RT-PCR. Se observan dos
bandas, una de ~588 pb que corresponde al
ORF del IFN-A3 y otra de ~662 pb, que
corresponde a IFN-a segun se indica. Se
corrieron también los controles negativos de
la PCR (utilizando el agua de dilucién en lugar
del ADNc). Calle 1: Ladder 100pb
(Biodynamics SRL); 2: IFN-A3, 3: IFN-a; 4 y 5:
control negativo.

1000pb

S00pb

Al haber resultado algo laborioso este primer paso de RT-PCR particularmente para el IFN-
A3 (por la variante en su temperatura de anillado), antes de enviar la muestra a secuenciar
decidimos primero corroborar la identidad del fragmento correspondiente al IFN-A3
realizando una digestion enzimatica del producto de PCR con Ncol (Figura. 1.2 A) y se
obtuvieron fragmentos esperados de aproximadamente 266 y 326pb. Una vez corroborada
la digestién enzimatica se enviaron a secuenciar los amplicones de PCR para confirmar su
identidad tanto para IFN-A3 como para a (Figura 1.2 By 1.3). La digestién enzimatica no se
realiz con el producto de IFN-a.
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A B

Bos taurus intedeukin 29 (interferon, lambda 1) (IL29), mRNA
Seqguence |D: refl]NM_001281901.1] Length: 588 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) 99% de homologia con la secuencia de IFN-

Hange 1: 45 to 585
4 bovina
Score Expect Identities Gaps Strand

G749 bits(530) 0.0() 536/541(99% ) 0/541(0%) Plus/Plus

1000 pb

500 pb
P PREDICTED: Bos taurus interferon lambda-3-like (LOC100298542) mRNA

Sequence 1D ref|]XM_003585012.1| Length: 588 Number of Matches: 1
Range 1: 45 ta 585

Score Expect Identities Gaps Strand

968 bits(524) 0.0() 534/5471(898%) O/541(0%:) Plus/Plus

Figura 1.2. Evaluacion del amplicon correspondiente al ORF para IFN-A bovino. (A) Gel de Agarosa al 1,8%
donde se muestra del producto digestion del amplicén para IFN-A sin digerir y digerido con Ncol, segln se indica.
Se observan los productos de la digestion, dos fragmentos de ~ 266 y 326 pb. Calle 1: Ladder 100pb (Biodynamics
SRL); 2: IFN-A digerido con enzima de restriccién Ncol; 3: IFN-A sin digerir. (B) Resultado del analisis de la secuencia
del amplicén y su identitdad por homologia en GeneBank .

Sequence ID: Query_162687 Length: 662 Number of Matches: 1

Range 1: 68 to 538 Graphics
Score Expect Tdentities Gaps Strand
690 bits(378) 0.0 438/471(93%) 0/471(0%) Plus/Plus

Query 38 GATGGCCCCAGCCTGNNCCTTCCTCCTGTCCCTGCTGCTGCTCAGCTGCGATGCCATCTG 87 H Hyre H z
e i T Figura 1.3. Evaluacion del amplicén

Sbjct &8 GATGGCCCCAGCCTGGTCCTTCCTGCTATCCCTGTTGCTGCTCAGCTGCAACGCCATCTG 127

e e seTecToaTeey 257 correspondiente al ORF para IFN-a
Sbjct 128 CTCTCTGGGTTGCCACCTGCCTCACACCCACAGCCTGGCCAACAGGAGGGTCCTGATGCT 187 bOVInO Se rea'lZé un BLAST Con |a
e e 207 i : : Jlisi
sSbjct 188 CCTGCAACAACTGAGAAGGETCTCCCCTTCCTCCTGCCTGUAGGACAGAAATGACTTCGA 247 SecuenCIa Obtenlda a partlr del anaIISIS
Query 218 ATTCCCACAGGATGCGCTGOGTAGCAGCCAGTTGCAARAGGCTCAAGCCATCTCTGTGCT 277 - -
sttt del producto de RT-PCR para IFN-a

Sbjct 248 ATTCCTCCAGGAGACTCTGEGTEECAGCCAGTTGCAGAAGECTCAAGCCATCTCTGTGET 387

bovino y se obtuvo un fragmento con un
. PULCCELELLECEETLC LD TEEEELELEE LT EELEELEEEL 1 LI . .
Sh](t 308 CCACGAGGTGACCCAGCACACCTTCCAGCTCTTCAGCACAGAGGGCTCGCCCGCCACGTG 3687 93% de homologla Con Ia Secuencla de

Query 338 GGATGAGAGLCTCCTGBACAAGCTCCACGCTGCACTGGATCAGCAGCTCACTGACCTGCA 397

LU LT T DL L LTI referencia.

Sbjct 368 GGACAAGAGLCTCCTGBACAAGCTACGCGCTGCGCTGGATCAGCAGCTCACTGACCTGCA 427

Query 278 CCACGAGGTGACCCAGCACACGTTCCAGCTCTTCAGCACAGAGGGCTCGGCTGCCACGTG 337

Query 398 TGTCTGANGCAGGAGGAGGGGL T GCGAGGGGCTCCCCTGCTCAAGGAGGATTCCAG 457

AGCC G
LU \IHHHIIHIHIIIIHHHHHIHHIHIIHI L

Sbjct 428 AGCCTGTCTGACGCAGGAGGAGGGGLTGCGAGGGGCTCCCCTGCTCAAGGAGGACTCCAG 487

Query 458 CCTGGCTGTGAGGAAATACTTCCNCAGACTCACTCTCTATCTGCNAGANAA 588

Sbjct 488 CCTGGCTGTGAGGAAATACTTCCACAGACTCACTCTCTATCTGCAAGAGAA 538

Las bandas correspondientes a IFN-a e IFN-A fueron luego cortadas de un gel de agarosa
preparativo, purificadas utilizando un kit comercial (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System, GE) y luego clonadas en pGEM-T (Promega). Los plasmidos obtenidos fueron
digeridos con diferentes enzimas de restriccion, segun se tratara de IFN-a o A, para
seleccionar los clones positivos que incorporaron el fragmento correspondiente. Se utilizé
EcoRI y Xhol-Xbal para IFN-a; y se utilizd Ncol que corta en la secuencia del IFN-A (ver
mas arriba). Estas muestras fueron corridas en geles de agarosa al 0,8% m/v. (Figura 1.4
A, B).
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MWM Nco-I

P—— . e ; "
- - - —

Figura 1.4. Busqueda de colonias positivas (screening). Clonado de los amplicones
correspondientes para los ORF de IFN-a (A) e IFN-A3 (B) en pGEM-T easy vector. Los plasmidos
purificados de las bacterias resistentes a penicilina (agente de seleccion) fueron digeridos con las
enzimas que se indican. Se indican fragmentos del tamafo esperado y los clones positivos
encontrados. MWM: marcador de eso molecular “100bp Ladder (Biodynacics SRL)”.

Las secuencias clonadas en pGEM-T fueron subclonadas en el vector pcDNA4-HisMaxA
(Invitrogen®). En este vector, los ORFs quedan bajo el promotor de CMV que permite
expresar proteinas en células de mamiferos utilizando la ARNPol2. Por otro lado, el vector
incorpora una secuencia codificante para 6 residuos de histidina “Poli-His” que permite la
identificacion y purificacion de las proteinas. De esta manera, una vez seleccionados los
plasmidos que incorporaron correctamente los fragmentos correspondientes a IFN-a o A3
los mismos fueron digeridos con las enzimas de resticcion: Xhol-Xbal para IFN-a y EcoRI-
Xbal para IFN-A3. Los productos de digestion fueron corridos en un gel preparativo (0,8%
m/v). Las secciones (bandas) correspondientes a los IFNs fueron extraidas de los geles e
incorporados en el vector pcDNA-HisMaxA pre-digerido con las mismas enzimas segun el
producto a clonar. Los constructos se verificaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa 1,7% m/v donde volvieron a seleccionarse los clones positivos que incorporaron
los fragmentos de IFN-a o A3. (Figura 1.5 Ay B).

A B

1 10 12

Figura 1.5. Verificacion de constructos que incorporaron IFN-a e IFN-A: (screening). Clonado de los
amplicones correspondientes para los ORF de IFN-a (A) e IFNA3 (B) en pCDNA4HisMaxA. Los plasmidos
purificados de las bacterias resistentes a penicilina (agente de seleccion) fueron digeridos con las enzimas:
Xhol-Xbal para IFN-a y EcoRI-Xbal para IFN-A. (A) Calle 1: Ladder 100pb (Biodynamics SRL); 10: indicado
con flecha clon positivo, plasmido digerido con Xhol-Xbal que libera inserto de ~662 pb; 12: plasmido sin
digerir. (B) Calle 1: Ladder 100 pb (Biodynamics SRL); 8: indicado con flecha el Gnico clon negativo que no

libera el fragmento. El resto libera inserto de ~588 pb.
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Las construcciones fueron secuenciadas nuevamente. No se encontraron mutaciones ni
deleciones. (Figura 1.6 y 1.7).

Sequence ID: Query_145401 Length: 984 Number of Matches: 1

Range 1: 320 to 903 Graphics

Score Expect Tdentities Gaps Strand
889 bits(481) 0.0 548/584(94%) 0/584(0%) Plus/Plus
Query 68  GATGGCCCCAGCCTGGTCCTTCCTGCTATCCCTGTTGCTGCTCAGCTGCAACGCCATCTG 127
soger sao ShbCHIEHE L Bt AR L L L 5
Query 128 CTCTCTGGGTTGCCACCTGCCTCACACCCACAGCCTGGCCAACAGGAGGETCCTGATGCT 187
sujer sso ARHHAIMBALAEIUM UL LI HEIHUEL oo
Query 188 CCTGCAACAACTGAGAAGGGTCTCCCCTTCCTCCTGCCTGCAGGACAGARATGACTTCGA 247
sujer as0 LHEGAAAHMEAMEH R I U HE AU LU oo
Query 248 ATTCCTCCAGGAGGCTCTGGGTGGCAGCCAGTTGCAGAAGGCTCAAGCCATCTCTETGET 307
seger so0 M BSUHB MU, o
Query 3088 CCACGAGGTGACCCAGCACACCTTCCAGCTCTTCAGCACAGAGGGCTCGCCCGCCACGTG 367
sojer sso tARHEHIB I HBA I BIHB LI ULEE o
Query 368 GGACAAGAGCCTCCTGGACAAGCTACGCGCTGCGCTGGATCAGCAGCTCACTGACCTGCA 427
suice s20 brahb UL LN HUALUEILL o7
Query 428 AGCCTGTCTGACGCAGGAGGAGGGEGLTGCGAGGGGCTCCCCTGCTCAAGGAGGACTCCAG 487
seger zso MEHHESUULUUBIUEHIIIE UL s
Query 488 CCTGGCTGTGAGGAAATACTTCCACAGACTCACTCTCTATCTGCAAGAGAAGAGACACAG 547
soger 7o eSS HI RSB, e
Query 548 CCCTTGTGLCTGGGAGGTTGTCAGAGCAGAAGTCATGAGAGCCTTCTCTTCCTCAACAAA  BBT
sujer soo AHEHHEAMHULIIEHIEU UL o
Query 688 CTTGCAGGAGAGTTTCAGGAGAAAGGACTGACACACACCTGGTC 651
sujer o0 LS HUMAMSA UL oo
Sequence ID: Query_8119 Length: 1100 Number of Matches: 1
Range 1: 310 to 895 Graphics
Score Expect Gaps Strand
1066 bits(577) 0.0 0/586(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGGCCCCGGCTGCACGCTGETBUTS6FECTEATECTGACGACCGTGGCGCTGABCAGG 60
suee 310 Ahab MM E U LAY o0
Query Bl  ACAGGAGCAGTTCCTGTGCCCTCTGCCCCCAGGGCCCTCCCACCTGCCAGGGECTECCAC 120
soee 270 AU UL U DR U UG o
Query 121 GTGGCCCAGTTCAAGTCTCTGTCCCCTCAAGAGCTGCAGGCCTTCAAGACGGCCAGGGAT 18@
suee w0 Ghabb AR GBI s
Query 181 GCCTTTGAAGACTCGTTCTTGCCAAAGGACTGGBACTGCAGCACCCACCTTTTCCCCAGG 240
soee aoe SHPHCMALILHEHAMU LB UL o,
Query 241 ACCCGGGACCTGAAGCACCTGCAGGTGTGGGAGCGCCCTGTGGCTCTGGAGGCAGAGCTG 300
sugee sso MHSBJHBSIUHBIHIMUL EIHUUUULTL oo

Query
sbict
Query
sbjct
Query
sbict
Query
sbjct
Query
sbjct

301 GCCCTGACACTGACGGTCCTGGAGGCCATEGCTAACTCATCCCTGEGCCACAGCCTERAG 360

618 GCCCTGACACTGACGGTCCTGOAGECCATGOCTAACTCATCCCTOECCACAGCLTEGAG 669

361 CAGCCCCTTCTCACGCTGCAGAACATCCACTCCAAGCTCCAGGCCTGTGTCCCAGCTEAG 428

676  CAGCCCCTTCTCACGCTGCAGAACATCCACTCCAAGCTCCAGGCCTGTGTCCCAGCTCAG 729

421 CCCACAGCAAGCTCCAGGCCCCGEGEGCCGCCTCCACCACTGGCTGCACCGCCTCCAGGAG 480

738 CCCACAGCAAGCTCCAGGCCCCGEAEGCCGCCTCCACCACTGECTGCACCGLCTCCAGGAN 789

481  GCCCGGAMGGAGTCCCAGGACTGCC TCGAAGCCTCTGTGATGTTCAACCTCCTCCGCCTC 540

798 GCCCGGAAGGAGTCCCAGGACTGCC TCARAGCCTCTGTGATGTTCAACCTCCTCCGCCTC 849

541 CTCACCCGGGACCTGAMATGTGTTGCCAGCGGAGACCAGTGTGTCT 586

858 CTCACCCGGGACCTGAAATGTGTTGCCAGCGGANANCAGTGTGTCT 835

Blast 2 sequences

Job title: ref|NM_001017411.1| (662 letters)

RID ZXXMTDY2114 (Expires on 11-30 03:12 am)
Query ID NM 001017411.1 Subject ID Icl|Query_145401
Description Bos taurus interferon alpha-A (IFNAA), mRNA Description None
Molecule type nucleic acid Molecule type nucleic acid
Query Length 662 Subject Length 9

84
Program BLASTN 2.8.1+ b Citation
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Figura 1.6. Verificacion de la secuencia
correspondiente a IFN-a clonada en
pcDNA4HisMaxA. El fragmento liberado por el clon
seleccionado positivamente a partir de la digestion del
plasmido con las enzimas de restriccion Xhol-Xbal fue
secuenciado y analizado. En la figura se muestra el
BLAST donde se observa un 94% de identidad con la
secuencia de referencia publicada en el Gene Bank.

Blast 2 sequences

Job title: HQ317919:Bos taurus interleukin 28B mRNA, ...

RID ZXYBT3DU114 (Expires on 11-30 03:24 am)
Query ID 9.1 Subject ID il Query_8119
Description Bos taurus interleukin 288 mRNA, complate cds Description Maone
Molecule type nuclesc acid Molecule type nucleic acid
Query Length 588 Subject Length 1100

Program BLASTN 2.8.14 & Citation
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Figura 1.7. Verificacién de la secuencia correspondiente a IFN-A3 clonada en
pcDNA4HisMaxA. El fragmento liberado por el clon seleccionado positivamente a partir
de la digestion del plasmido con las enzimas de restriccion EcoRI-Xbal fue secuenciado
y analizado. En la figura se muestra el BLAST donde se observa un 99% de identidad
con la secuencia de referencia publicada en el Gene Bank.
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Una vez realizadas las diferentes construcciones y habiendo corroborado la secuencia de
los ORF evaluamos la correcta movilidad electroforética de las proteinas expresadas, para
luego determinar si conservaban sus propiedades funcionales. Los plasmidos
pcDNA4HisMaxA conteniendo las secuencias clonadas de los ORF de IFN-a y A3 bovinos
fueron transfectados en células HEK293T utilizando lipidos catiénicos (PolyFect®) siguiendo
el protocolo que se detalla en Materiales y Métodos. En este sistema la expresion de los
genes clonados se realiza desde el promotor de CMV.

Luego de la transfeccion, se recogieron por separado los pellets y sobrenadantes a las 48
horas y se corrieron en SDS-PAGE 12%. Se sembr6 en cada gel aproximadamente entre
2-4 ug de proteinas totales de cada preparacion (cuantificadas en Nanodrop). Se corrio el
SDS-PAGE vy luego se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa a fin de
evaluar la reactividad con un anticuerpo comercial anti-HIS. Las proteinas expresadas por
ambos plasmidos se visualizaron mejor en los sobrenadantes de células transfectadas a
las 48 hs luego de la transfeccién. Estos polipéptidos fueron reconocidos por el anticuerpo
anti-HIS y poseian el peso molecular esperado: ~45 y 41 kDa para IFN-a e IFN-A3,
respectivamente (Figura 1.8). Los resultados obtenidos indican que los vectores construidos
pueden expresar y secretar eficientemente los interferones recombinantes (IFNr) bovinos.
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Figura 1.8: SDS-PAGE 12% WB con los productos de expresion de la transfeccion de
células HEK293T con pCDNA-HISmaxA conteniendo el ORF de IFN-a o de IFN-A3
recombinantes bovinos. Los WB se revelaron con un anticuerpo anti-HIS, seguido de
conjugado anti-raton/peroxidasa y quimioluminiscencia (ECL). Referencias-calles: 1- Pellet plasmido
vacio; 2-Snte. Plasmido vacio, 3- Pellet IFN-4, 4: Snte. IFN-4, 5: Pellet IFN-¢, 6: Snte. IFN-¢, 7- Proteina
conteniendo HIS (control de reactividad del anticuerpo), 8: dibujo que marca la ubicacién del marcador de
peso molecular.
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En una segunda corrida electroforética se sembraron Unicamente 1ug de proteinas totales
de los sobrenadantes de transfeccién, pudiendo verificar claramente las bandas
correspondientes a IFN-a y A (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Expresion de los IFN-ay A recombinantes bovinos en los sobrenadantes de células HEK293T.
Las células HEK293T fueron transfectadas con pcDNA4HisMaxA-a o A. Los sobrenadantes de transfeccién fueron
recoletados a las 48 hs y 204 de cada sobrenadante conteniendo 1ug de proteinas totales fueron sembrados en
SDS-PAGE seguido de WB. Calle 1: Marker Page Ruler (Fermentas-kDa), 2: control positivo de transfeccién, que
fue revelado con un suero de conejo anti-E2 seguido por un conjugado anti conejo-peroxidasa. Calle 3:
sobrenadantes de células HEK293T sin transfectar; 4: sobrenadantes de células HEK293T transfectadas con
pcDNA4HisMaxA sin inserto; 5: indicado con una flecha, sobrenadante de células HEK293T transfectadas con
pcDNA4HisMax-a y 6: indicado con una flecha, sobrenadante de células HEK293T transfectadas con
pcDNA4HisMax-A. Las lineas 1,3,4,5y 6 fueron reveladas con un anticuerpo monoclonal anti-HIS seguido por anti-
ratdn peroxidasa para luego revelar por quimioluminiscencia con ECL.

Esta reportada la toxicidad que pueden presentar los IFNr sobre ciertas células, es por eso
que antes de evaluar su potencial efecto antiviral debimos corroborar la ausencia de efectos
adversos sobre las lineas celulares con las que se iba a trabajar. Uno de los virus en los
que esta reportada la actividad de los IFN-a y A es el VFA, que replica en células BKH-21.
El primer ensayo realizado sobre estas células revel6 una altisima toxicidad sobre las
mismas, probablemente debido a su origen ya que son células de hamster. Decidimos
entonces trabajar exclusivamente con células bovinas.

La linea celular utilizada para amplificar el VDVB es MDBK, que es una linea de células
epiteliales de rifidn bovino. Para el ensayo de toxicidad, realizamos diluciones seriadas al
medio de los sobrenadantes de las células HEK293T transfectadas con los vectores de
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expresion. Cada dilucion fue adicionada sobre la monocapa de células MDBK y las células
fueron incubadas durante 24 hs a 37°C, 5% CO,. Este ensayo no mostré diferencias
significativas entre los valores de DO de las células MDBK no tratadas y aquellas que fueron
incubadas durante toda la noche con las distintas diluciones de cada IFNr (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Efecto de los IFNr sobre la viabilidad de las células MDBK. Determinacién de
los valores de DO a partir del tratamiento de células MDBK con diluciones de las preparaciones
conteniendo los IFNr. (A) IFN-a, (B) INF-A3. Las células fueron tefiidas con cristal violeta que
posteriormente fue solubilizado. Se incluye control de células no tratadas e infectadas con VDVB
CP Cepa Singer (MOI=2, 72 hpi).
Con los valores de DO obtenidos estimamos el porcentaje de toxicidad para cada IFNr sobre
las células MDBK, como se explica en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran
en la Tabla 1.2. Las concentraciones mas altas evaluadas, que corresponden a diluciones
al medio del stock producido, arrojaron un porcentaje de citotoxicidad inferior al 50% para
ambos IFNr, siendo de aproximadamente 17% para IFN-a y del 3% para el IFN-A3. Al no
alcanzarse el 50% de toxicidad, no fue posible estimar el indice de selectividad para estos
IFNr. Los resultados fueron similares para células de RFB (no se muestra). Estos resultados
demuestran la ausencia de citotoxicidad en los IFNr evaluados y su excelente seguridad
para ser utilizados en ensayos in vitro.

A TRATAMIENTO
NO
IFNA-1:2  IFNA-1:4 IFNA1:8 IFNA-1:16 TRATADAS

0,84 0,92 0,90 0,99 0,84

0,89 0,74 0,89 0,80 0,79

0,78 0,72 0,79 1,00 0,78

0,69 0,80 0,98 0,70 1,00

0,90 0,90 0,80 0,83 0,82

PROMEDIO 0,82 0,82 0,87 0,86 0,85
Citotoxicidad (%) 317 3,40 -2,90 -2,06

B TRATAMIENTO
NO
IFNa1:2  IFNa-1:4  IFNa1:8  IFNa-1:16 TRATADAS

0,74 0,72 0,86 0,79 0,84

0,79 0,74 0,89 0,98 0,79

0,78 0,70 0,79 1,00 0,78

0,59 0,68 0,78 0,70 1,00

0,70 0,79 0,80 0,83 0,82

PROMEDIO 0,72 0,73 0,82 0,86 0,85
Citotoxicidad (%) 17,52 16,19 2,77 -1,65

TABLA 1.2: Evaluacién de la citotoxicidad de los IFNr utilizando la tincién con cristal
violeta. Los valores de DO obtenidos por la lectura del cristal violeta solubilizado fueron utilizados
para estimar el porcentaje de toxicidad para cada diluciéon de IFN-A3 (A) e IFN-a (B).

Citotoxicidad (%)= 100 x[(A-B)/B] siendo “A”: Promedio DO células no tratadas, y “B”: Promedio 73
DO células tratadas.
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Se evalud la actividad de las proteinas expresadas en los sobrenadantes de las células
transfectadas realizando ensayos de actividad en contra el virus de la fiebre aftosa (VFA)
en células RFB. Se utiliza este modelo, ya que ha sido descripto que ambos IFN poseen
actividad antiviral frente a este virus [12] [13].

En una primera instancia se titul6, mediante la técnica de UFP (unidades formadoras de
placa) el VFA a utilizar (cepa O1-Campos), se evaluaron los resultados de acuerdo a la
presencia o no de placas de lisis y se consideraron los pocillos que contenian entre 100-
150 placas. En base a los resultados observados se decidio trabajar con la diluciéon 1x10*
del virus.

Para realizar el ensayo de actividad en el modelo de VFA se utilizé un cultivo primario de
RFB. Se trabajo con cultivo primario de células bovinas porque los IFNr bovinos resultaron
toéxicos para las células de hamster (BHK-21). Utilizamos el sobrenadante de las
transfecciones realizadas con Polyfect (Qiagen®) en células HEK293T, tanto para el IFN-a
como IFN-A3. Las células fueron pre-tratadas con distintas diluciones de los sobrenadantes
correspondientes (1/5, 1/10, 1/50) o con MEM-D 2% (Control) e incubadas durante 24 hs a
37°C y 5% CO.. Luego del pre-tratamiento las células fueron infectadas con VFA O1-
Campos dilucién 1x10* o incubadas con MEM-D incompleto a 37°C, 5% CO; durante 45
min. El IFN-a, dilucién 1/5, fue capaz de inhibir completamente la infeccién de las células
de RFB por el VFA ya que en los pocillos pre-tratados con este IFN e infectados con el virus
no se evidencié presencia de placas de lisis (Figura 1.11 A). En el caso del IFN-A3 se
observo formacion de placas de lisis en igual nimero con los controles no tratados y por lo
tanto nos indica que este IFN no fue capaz de inhibir la infeccion con ninguna de las
diluciones de trabajo (Figura 1.11 B). Las células de RFB no mostraron evidencias de
cambios en la viabilidad, como era esperado (Figura 1.11 C).
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Figura 1.11: actividad de los IFN clonados en pcDNAhismaxA expresados en células
HEK293T. Los sobrenadantes de transfeccion diluidos 1:5, 1:10 é 1:50 conteniendo IFN-a (A) o
bien IFN-A3 (B) fueron utilizados para tratar células RFB antes de la infeccion con VFA y se
determina el nimero de unidades formadoras de placa por ml para cada dilucion de IFN. (B)
Experimento representativo. CV: control de virus, CC: control de células, CPV: células tratadas
con IFN antes de la infeccion con el VFA; CP: células tratadas con IFN, no infectadas.

74



RESULTADOS — CAPITULO 1

Resultados de otros grupos han reportado que la presencia de los residuos de histidina
altera la actividad de los interferones [135], por lo que decidimos clonar nuevamente el IFN-
A sin el His-Tag. El inserto fue extraido de pGEM-T y clonado en pCDNA3 (Invitrogen®)
(Figura 1.12).

PcDNA+IFN-A

PGEMt-IFNA + EcoRI-Xbal

| Crua

Figura 1.12. Estrategia utilizada para el sub-clonado del ORF del IFN-A en pcDNA3. El pGEMt-IFNA3 fue
digerido con las enzimas de restriccion EcoRI-Xbal para liberar el inserto y sembrarlo en un gel de agarosa
preparativo como muestra la figura. El fragmento es incorporado al vector pcDNA3. Los plasmidos obtenidos son
analizados en un gel de agarosa para seleccionar los clones positivos que incorporaron el inserto. Calle 1: ladder
(1Kb) y con flechas amarillas se indican las muestras negativas. El resto liberan un fragmento de ~588 pb. El
inserto fue enviado a secuenciar y como muestra la figura se corrobora un 99% de homologia con la secuencia
de referencia.

Los sobrenadantes de transfeccidn (realizados en las mismas condiciones que se muestran
mas arriba) y la actividad del IFN-A3 fue evaluada mediante tincién con cristal violeta en
células MDBK infectadas con VSV, juntamente con IFN-a. Los resultados se muestran en
la Figura 1.13. Al remover la secuencia codificante para Poly-His obtuvimos IFN-A3 activo,
con valores de actividad semejantes a los IFN-a, tal como fuera descripto anteriormente
[115].

VSV—IFN Figura 1.13. Efecto de la
’ remocioén de las histidinas en
la capacidad antiviral del IFN-
A3. Células MDBK fueron pre-
tratadas con diferentes
concentraciones de IFNr: 1/5,
1/10, 1/20, 1/40, 1/80 o bien se
trataron con sobrenadantes de
células HEK293T transfectadas

W - con plasmido vacio y otras no
i IFN A (HEK293T)  recibieron tratamiento a modo
: de control. Luego de 48 hs de

A) Control Virus; 8) Control Células; C) pCDNA(-); D)1/5; E) 1/20; F) 1/80 incubacion se revela con cristal

N : B violeta y se observan las UFP
%‘ i Q}O IFN a (HEK293T) para determinar la actividad
Pllasicl - c o . T F antiviral del IFN-A. 75

A) Control Virus; B) Control Células; C) 1/5; D)1/10; E) 1/20; F) 1/80
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La concentracion activa de los IFN recombinantes definidos como concentracion efectiva
50%, “CES50” se obtuvo mediante el ensayo de reduccion de unidades formadoras de placas
en monocapas de células MDBK infectadas con el virus de la estomatitis vesicular (VSV),
gue es la metodologia estandar utilizada para la determinacion de unidades infecciosas
[136]. Una unidad de IFN es aquella capaz de reducir a la mitad el nUmero de UFP respecto
del control de células infectadas. Con los datos de CE50 y un calculo matemético simple se
determinaron las concentraciones de los stocks de IFNr, siendo de 43 U/ml para IFN-a y de
45 U/ml para IFN-A [136] (Lote 1, Figura 1.14).

DO (590 nm)

Tratamiento pre-infeccion Tratamiento pre-infeccién

Figura 1.14. Cuantificacion de unidades activas de IFNr: La actividad de diferentes diluciones
del sobredante de transfeccién de células HEK 293 transfectadas con plasmidos codificantes para
IFN-A (A) o IFN-« (B) fue medida mediante tincién con cristal violeta. Se indican las diferencias
significativas evaluadas por ANOVA 1 via, seguido de Bonferroni (Intervalo de confianza: 95%).

Se utilizé el ensayo de reduccién de UFP para evaluar la actividad antiviral in vitro de
nuestras preparaciones de IFNr contra el VFA y la cepa citopéatica VDVB Singer. (Figura
1.15 A). Para determinar el efecto antiviral de los IFNr, se sembraron células MDBK y RFB
en una placa de 6 pocillos, se trataron con cada preparacion de IFNr durante 24 horas y
luego se infectaron con 100 UFP de cada virus, por triplicado. La linea de base para el
control negativo (células infectadas no tratadas) fue la media del nUmero de focos virales +
DE en los pocillos no tratados. Luego, el porcentaje de reduccién de focos (FR%) en
comparacion con el control negativo se calcul6 de la siguiente manera: FR (%) = (V-I) x 100
/ V. Donde, V es la media del niumero de focos para los pocillos de control negativo (virus
solo, sin IFN) y | es la media del nUmero de focos en los pocillos tratados con IFN. El nimero
de virus de FFU fue proporcional a la disminucién en la concentracion de IFN (Figura 1.15
B).
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Figura 1.15. Actividad de los IFN recombinantes contra el VFA y la cepa vacunal del VDVB
Singer cp. (A) Resultados obtenidos después de la infeccién con el VFA cepa A24/Cruzeiro o para
la cepa VDVB-Singer en células RFB o MDBK, respectivamente, tratadas previamente con diferentes
concentraciones de las preparaciones de IFN-a o IFN-A3 recombinantes (sobrenadantes de células
HEK?293T transfectadas con los plasmidos pCDNA que expresan dichos IFN). También se muestran
los pocillos de control de las células "V" no tratadas e infectadas, o las células "C" no tratadas con
IFN ni infectadas. (B) Para cada dilucién de IFN-a e IFN-A3 se estimé el porcentaje de unidades
formadoras de Focos (media + valores de DO de los triplicados).

En la gran mayoria de los estudios reportados con IFNs in vitro, se realiza una pre-
incubacién de las células con estas citoquinas durante toda la noche. Nosotros decidimos

77



RESULTADOS - CAPITULO 1

evaluar si esta metodologia era la mas adecuada para el trabajo con nuestros IFNr y si los
mismos eran funcionales agregados durante la adsorcién, después de la adsorcion o desde
la adsorcién y durante todo el tiempo en que transcurre la infeccion. Para realizar este
estudio utilizamos el VDVB cepa Singer, cepa vacunal citopatica y medimos infeccion viral
titulando los sobrenadantes mediante Reed y Muench (ver materiales y métodos). Las
determinaciones se hicieron por triplicado.

Los resultados muestran que Unicamente se logra disminuir significativamente la infeccion
viral cuando las células son pre-tratadas con los INFr antes de la adsorcién. También
observamos una disminucion del titulo viral cuando el IFNr se mantuvo en el medio de
infeccion después de la adsorcion, probablemente por su capacidad de inducir un estado
antiviral a las células no infectadas en el primer ciclo infectivo. La falta de actividad en el
caso del IFNr adicionado con el virus en la adsorcion demuestra la ausencia de actividad
virucida (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Efecto del momento del agregado de los IFN durante el ciclo de
infeccion viral. Monocapas de células MDBK fueron tratadas con IFN-a(A) o IFN-A3 (B)
en distintos momentos del ciclo infectivo, segln se indica. La infeccion se realiz6 con
VDVB cepa Singer (1a, CP) a una moi= 0,5. *Diferencias significativas respecto al control
de infeccion, p<0.05.

Los promotores de los genes Mx se han estudiado en detalle en humanos [137], ratones
[138] y varias especies de teledsteos [139]. Los promotores Mx contienen al menos un
motivo ISRE. La presencia de los motivos ISRE en los promotores Mx indica su conexion a
la via tipica de los IFN, activando la transcripcion de los genes inducibles por IFN (ISG).
Nosotros contamos con una linea celular (MDBK-t2) que contiene de forma estable el
promotor Mx humano rio arriba del ORF para la cloranfenicol acetil transferasa (CAT). Este
promotor es sensible a los IFN bovinos [121], [122]. De esta forma, la cantidad de CAT
cuantificada por ELISA correlaciona con la cantidad de unidades de IFN con el que se
estimularon las células [122]. Utilizando un IFN de referencia de actividad conocida
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(expresada en Unidades/ml) se puede calcular la concentracion IFN activo en los
sobrenadantes de transfeccion.

Los resultados obtenidos con esta técnica se muestran en la Tabla 1.3. Se corrobor6 por
este método, la falta de actividad del IFN-A3 con Poly-His. Los diferentes lotes preparados
cuentan con una actividad similar. Este método no solamente permite una cuantificacion
simple de los IFNr sino que ademas corrobora su capacidad de activar I1SG.

Transfecciones HEK 293

Vector Conc. U/ml
pcDMA (vacio) Lote1 7.0
pcDNA-IFNI Lote 1 32,0

pcDNA-IFNIHIS Lote 2 3,5
pcDNA-IFNa HIS Lote 1 202

pcDNA (vacio) Lote2 37
pcDNA-IFNI Lote 2 337
pcDNA-IFNa HIS Lote 2 335
pcDNA (vacio) Lote3 28
pcDNA-IFNI Lote 3 352

pcDNA-IFNa HIS Lote 3 351

TABLA 1.3. Concentracién de IFN activo determinado por CAT-ELISA. Células MDBK-T2
gue contienen integrado al genoma el gen para CAT bajo el promotor Mx fueron tratadas con los
sobrenadantes de células HEK293T transfectadas con los vectores que se indican. Las células
son lisadas, se determinan proteinas totales y se mide la cantidad de IFN activo en funcién a la
concentracién de CAT estimada por ELISA.

Una vez establecidos los valores de unidades activas de cada lote de los IFN-a y A3, las
preparaciones de cada IFNr fueron agregadas a la monocapa de células MDBK en
diluciones seriadas e incubadas durante 24 hsy la viabilidad celular fue evaluada mediante
la determinacion de la capacidad de las células de reducir XTT que resulta en una reaccion
colorimétrica, siendo una técnica mas sensible gue la tincién con cristal violeta.

Se estim6 un rango de valores de DO para células no-infectadas y células no tratadas (DO:
0,9-1,2) y para células infectadas con la cepa Singer de VDVB (MOI=1, 48 hs pi) o
metabodlicamente estresadas y blancos (DO<0,22). Las concentraciones de IFN-A3 de hasta
45 U/ml no resultaron téxicas para las MDBK. El rango fue mas bajo para el IFN-qa, la
concentracion mas alta evaluada arrojo valores de DO que fueron significativamente mas
bajos que aquellos medidos para las células sin-tratamiento o las células con tratamiento
simulado (p<0,05) Figura 1.17.
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Figura 1.17. Efecto de los IFNr sobre la viabilidad celular. Las células fueron tratadas con
diluciones seriadas de IFNr y la viabilidad celular fue evaluada mediante la determinacion de
la capacidad de las células de reducir el XTT. Valores de DO para células no infectadas: 0,9-
1,2 y para células infectadas con VDVB-Singer o metabdlicamente estresadas: <0,22
(marcadas en gris). Los resultados estan expresados como la media de los valores de DO *
DE. (*) Diferencias significativas comparadas con los valores de DO de las células sin tratar,
p<0,05.

Con estos resultados se procedié a estimar el porcentaje de citotoxicidad, siguiendo la
metodologia descripta mas arriba. La citotoxicidad de los stocks utilizados, adn sin diluir, no
alcanza el 50% para ninguno de los IFNr, siendo una dilucién al medio totalmente inofensiva
y atéxica para las células (Tabla 1.4). Basandonos en este ensayo, se selecciond una
concentracion de trabajo para ambos IFNr que no afectara en absoluto la viabilidad de las
células MDBK (~20 U/ml).

IFN-a (Ul/ml) 40 20 10 5 2,5 1,25 0
0,66 0,86 1,01 1,02 1,14 1,01 0,92
0,78 1,07 0,99 1,06 1,08 1,18 0,88
0,68 1,01 1,01 1,12 1,15 1,18 1,10
PROMEDIO 0,71 0,98 1,00 1,06 1,12 1,12 0,97
Citotoxicidad (%) 36,66 -1,36 -3,78 -9,18 -13,82 -13,82
IEN-A (Ul/ml) 45 22,5 11,25 5,62 2,81 1,41 0
0,762 0,905 0,914 1,03 1,12 1,09 0,889
0,724 1,079 1,351 1,15 1.2 1,15 11
0,896 0,908 0,922 0,989 0,99 1,21 1,2
PROMEDIO 0,79 0,96 1,06 1,06 1,10 1,15 1,06
Citotoxicidad (%) 33,88 0,28 -9,01 -8,49 -12,39 -15,94

TABLA 1.4. Evaluacion de la citotoxicidad de los IFNr utilizando la determinacion de
viabilidad mediante reduccion del XTT. Los valores de DO obtenidos por la lectura del cristal
violeta solubilizado fueron utilizados para estimar el porcentaje de toxicidad para cada
concentracion IFN-A3 6 a, segtn se indica.
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RESUMEN

Con el objetivo de desarrollar interferones de tipo | (a) y lll (A) bovinos, se clonaron las
secuencias para ambas citoquinas, obtenidas por RT-PCR a partir de ARNm total de células
de rifion fetal bovino (cultivo primario) infectadas con el virus de la fiebre aftosa, capaz de
inducir la expresion de ambos IFN en este tipo celular. El IFN-a fue elegido ya que es el IFN
tipo | mayormente utilizado en terapias contra el VHC. Sin embargo, este IFN suele causar
efectos adversos debido a que sus receptores son pleiotropicos. Con el fin de contar con
un segundo producto bioterapéutico nos enfocamos en el IFN-A3 que tiene la misma
actividad biologica que los IFN-I pero que posee receptores en células epiteliales, con
especial tropismo por los epitelios de las superficies mucosales.

Se realizaron construcciones independientes conteniendo el ORF para los IFN-a y A en un
pladsmido que permite la expresion desde el promotor de CMV, en células de mamifero. Este
plasmido incorporaba ademas, en el extremo carboxilo terminal de la proteina expresada,
una secuencia de 6 Histidinas (Poli-HIS) que permiten la deteccién de la proteina expresada
y eventualmente su purificacion utilizando columnas de afinidad. Se transfectaron células
HEK293T y se obtuvieron los productos de expresion del tamafio esperado que fueron
revelados con un anticuerpo comercial anti-HIS. Los IFNr expresados en este sistema se
acumulaban en el sobrenadante de las células transfectadas a las 48 hpt.

Se determind entonces la actividad de los IFNr por dos metodologias: (1) reduccion del
namero de placas de lisis utilizando VSV como virus de referencia y VFA, para el cual la
actividad de los INF-a y A bovinos ha sido descripta en profundidad; y (2) capacidad de los
IFNr de activar al promotor Mx utilizando un sistema reportero (células MDBK-T2/CAT). El
IFN-a fue activo, no asi el IFN-A. Trabajos anteriores con IFNr de otras especies habian
mostrado que, en algunos casos, la presencia de secuencias adicionales como la etiqueta
de histidinas “HIS-Tag” podria interferir con la actividad de este IFN. El ORF para INF-A3
fue entonces sub-clonado en un plasmido equivalente, pero sin dicha secuencia.

La actividad de los IFNr fue determinada por los métodos antedichos, obteniéndose lotes
de IFN-a e IFN-A3 bovinos biol6gicamente activos con una concentracion efectiva 50% de
aproximadamente 40 U/ml. Los valores fueron similares a los estimados por reduccién del
namero de placas de VSV. Habiendo comprobado la capacidad de estos sistemas para
producir las proteinas recombinantes con la actividad esperada, se procedi6 a evaluarlos
en cuanto a su eficacia contra diferentes cepas del VDVB.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS INTERFERONES a
Y A3 RECOMBINANTES CONTRA EL VDVB IN VITRO

OBJETIVOS

- Evaluar la actividad de los IFNr de inhibir la replicacion de diferentes cepas de
referencia y aislamientos locales del VDVB en células MDBK.

- Desarrollo de un método simple y confiable para la evaluacion de la actividad
antiviral de los IFNr producidos en nuestro laboratorio sobre diferentes cepas del
VDVB.

INTRODUCCION Y DISENO EXPERIMENTAL

La evaluacién de la actividad antiviral de los IFNr y otros compuestos requiere ensayos
basados en cultivos celulares para la estimacion de la reduccién de la infectividad viral [140].
Dicha reduccion es estimada de manera indirecta mediante la determinacion del titulo viral
expresado generalmete como UFP/mI [141] o través del célculo de DITC50 [131], entre
otras metodologias. Estas son, en general, técnicas laboriosas ademas de requerir la
cosecha de los sobrenadantes de los cultivos celulares.

Los ensayos de reduccion del efecto citopéatico (ECP) basado en técnicas colorimetricas
que evalltan la viabilidad celular son una opcion de alto rendimiento, pero son aplicables
Unicamente a cepas CP. Hasta el momento no existia un ensayo de alto rendimiento para
evaluar la actividad antiviral de compuestos que sea aplicable tanto a cepas CP como NCP,
excepto la gPCR, pero como desventaja implican costos extremadamente altos. A partir de
estas limitaciones surgié la necesidad de establecer un método eficiente, de alto
rendimiento, bajo costo y facil aplicacion tanto para cepas CP como NCP. De esta manera,
desarrollamos el ELISA en células que permite la determinacién de la infectividad viral
mediante la deteccion de la proteina NS3 altamente conservada en la familia de los
pestivirus y esencial en la replicacion viral ya que tiene actividad Helicasa/NTPasa, esencial
para la sintesis de la cadena negativa de ARN y por lo tanto en la produccion de particulas
virales [142]. Esta proteina es detectada directamente sobre las células fijadas en el pocillo
de la placa de cultivo sin necesidad de cosecharlas. De esta manera se generd un protocolo
sencillo y aplicable a cepas CP y NCP del VDVB.
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RESULTADOS

Este ELISA se realizé sobre la placa de cultivo, para lo cual las células fueron fijadas y
luego se procedié como un ELISA indirecto tradicional. Para la puesta a punto del ELISA
en células se ensayaron diferentes bloqueantes, distintas diluciones del anticuerpo detector
primario y del conjugado; también se probaron distintos sustratos para la peroxidasa, tal
como se resume en la Tabla 2.1. La combinacion de reactivos que permitié obtener mejores
resultados fue la que utilizé suero normal equino (SNE) al 10% como solucién de bloqueo,
dilucién 1/2000 del anticuerpo primario anti NS3 (Mab Anti NS3 — Prionics® provisto
amablemente por el Dr. Gerrit Kaizer), dilucién 1/1000 del anticuerpo secundario (anti-ratén
conjugado a peroxidasa; Antimouse Peroxidase Labeled KPL®) y ABTS como revelador
(Figura 2.1). Para cada cepa viral se estableci6 la MOI de trabajo y el tiempo de infeccién
teniendo en cuenta que la lectura de densidad Optica (DO) obtenida en las células
infectadas pero no tratadas con los IFNr debia arrojar valores cercanos a 1 (DO= 1.00 +
0.4), (Tabla 2.2).

L. Anticuerpo :
Condicion ~ Solucion de Primario Conjugado Sustrato AOD + SD
Bloqueo L (factor dilucion)
(factor dilucién)

1 750 0.327 £0.001
) 500 1000 0.298 + 0.002
3 750 0.362 £ 0.023
A 0.5 % Caseina 1,000 L 000 TMB 0.420 + 0.004
5 750 0.450 = 0.006
5 2,000 L 000 0.408 + 0.042
750 0.995+ 0.056

500 1000 0.938+ 0.013

9 +
9 10 % Suer_o 750 ABTS 1.041+ 0.099
Normal Equino 1.000

10 ! 1.000 1.005+ 0.078
11 750 1.382+ 0.016
12 2,000 1.000 1.187+ 0.049

Tabla 2.1. Parametros experimentales evaluados para la puesta a punto del ELISA en células.
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GenBank Valor DO + DS
Cepa Virus stock
P Genotipo Biotipo accession MOl ELISA en
VDVB number (DICT50/ml) células,
triplicados
Singer la CP DQ088995.2 2.08x107 0.05 0.99 £ 0.02
98-204 1b NCP N/A 1.64x106 0.001 1.11 £ 0.05
NY1 1b NCP L32879.1/ 6.55x10°  0.001  1.09+0.12
AF145363.1
AF039173/ 6 0.001
NY93 2a NCP KR093034.1 6.55x10 1.07 £ 0.05
VS253 2a CP N/A 2.62x107 0.05 1.09+£0.13
98-124 2b NCP MHO074881 1.31x107 0.001 1.22 £ 0.02
Tabla 2.2. Stocks virales y optimizacion de la dosis infectiva.

IFNay A '
recombinante
contiene. oio

Buffer Bloqueo
PBS-Suero Normal Equino 10% (1/2000)

f\ m
’ 1 m’x\ﬂ

NORMALIZACION

Janus Green HCI05M

Lavar con |
H,0

Mab-antiNS3

PFA 4%(20 min)

- m}l ly

Permeabilizaciéon
(30 minutos)

Anticuerpo
Conjugado ABTS (15 minutos)
(1/1000) STOP (NaF)
405nm

:;(__\_i:

f\
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conPBS-T
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595n m

¥ G

4 lavados
_ conPBS-T

NORMALIZACION DEL
NUMERO DE CELULAS

Figura 2.1. Esquema del protocolo paso a paso del ELISA en células.
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Las células fueron infectadas con el VDVB y tratadas con las diferentes diluciones de los
IFNr. A partir de este procedimiento se obtuvo una curva que en el rango de 0 a 3 U/ml se
ajusto a una regresion lineal. A partir de la ecuacion de la recta de DO=f(U/ml de IFN) y
utilizando el valor de DO que inhibe el 50% de la infeccién (DO/2 de los pocillos con células
infectadas pero no tratadas con IFN) se obtuvo la CI50 de los IFNr a y A3 para cada cepa
en particular (Tabla 2.3).

ELISA en células
CI50 (U/ml)
Cepa Genotipo Biotipo
IFN-a IFN-A
Singer 1a citopatico 3,26 4,97
VS253 2a citopatico 2,66 0,41
98-204 1b No citopatico 2,46 5,31
NY1 1b No citopatico 4,31 4,16
NY93 2a No citopatico 4,40 3,97
98-124 2b No citopatico 0,89 4,94

Tabla 2.3. IC50 de IFN-a y A3 para cada cepa de VDVB determinada con el
ELISA en células.

En las figuras 2.4y 2.5 se presentan los graficos de las diferentes cepas tratadas con ambos
IFNr obtenidos a partir de tres réplicas experimentales. Todas las cepas son sensibles a
ambos IFNr. Sin embargo, no se puede establecer un patrén que relacione la sensibilidad
a los IFNr con el genotipo y/o biotipo viral, pero, efectivamente, se observan diferentes
grados de sensibilidad entre las cepas. Comparadas entre si, la cepa del VDVB mas
sensible al IFN-A3 seria VS253 (Figura 2.2 B y 2.3), mientras que la cepa 98-124 (Figura
2.2 Ay 2.3) seria mayormente afectada por el IFN-a. Esta ultima cepa (genotipo 2) fue
caracterizada como de baja virulencia en contraposicion a la cepa NY-93 del mismo
genotipo pero de alta virulencia [29], [133]. Como se menciond anteriormente, el ELISA en
células relaciona unidades de DO con la presencia de la proteina NS3 en la monocapa
celular. Por lo tanto, si un virus es mas sensible a la presencia de un antiviral que a otro se
observara una DO disminuida y consecuentemente un menor valor de CI50 para ese
antiviral. Teniendo en cuenta esto, es importante mencionar que si bien la sensibilidad de
la cepa NY-93 de alta virulencia no parece ser tan marcada cuando es estudiada mediante
ésta técnica, cuando fue evaluada en ensayos preliminares mediante titulacion de particulas
virales en el sobrenadante de los cultivos celulares (DITC50/ml) pareceria mostrar una
mayor sensibilidad al IFN-A3 (CI50=1,16 U/ml), manteniendo su menor sensibilidad al IFN-
a (CI150=3,82 U/ml). Al evaluar cadena negativa del genoma viral por qRT-PCR no se
observaron variaciones entre las células tratadas con IFNr y las no tratadas. Por lo tanto,
teniendo en cuenta estas observaciones, podriamos inferir que las distintas cepas serian
sensibles a los IFNr en diferentes etapas de la produccién de la particula viral.
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Figura 2.3. Sensibilidad de las diferentes cepas de de VDVB a los IFNr. Los
valores de de CI50 fueron trazados para las cepas NCP (98-124, NY-93, NY-1 y 98-
204) y para las cepas CP (VS253 y Singer) de VDVB. Se muestran los valores
promedio + DE de las determinaciones por triplicado. Diferentes letras y ndmeros
arriba de las barras representan diferencias significativas para IFN-a o IFN-A3,
respectivamente (p<0,05). (*) Diferencias significativas en los valores de CI50
determinados para cada IFN para la misma cepa viral (p<0,05).

Para extender nuestro analisis, evaluamos la capacidad del ELISA en células para estimar
la Concentracién Inhibitoria 50% (CI50) de otros dos compuestos con diferente actividad
antiviral: TSC, un inhibidor de la polimerasa del VDVB [117] y PTC12 que interfiere
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especificamente en la entrada del virus a la célula [116]. Diluciones seriadas de TSC desde
10 uM fueron agregadas a las células luego de la adsorcién con VDVB-NADL (MOI=0,05).
Por otro lado, PTC12 fue agregado junto con el VDVB-VS253 y la incubacion fue de 72 hs.
Cada tratamiento fue realizado por triplicado (Figura 2.4).

Los valores de CI50 fueron estimados para ambos compuestos y comparados con los
reportados anteriormente evaluando la reduccion del efecto citopatico usando cristal violeta
[116], [117]. La CI50 para las células MDBK tratadas con PTC12 e infectadas con VS253
fue de 0,0257 pM £ 0,004 medido con el ELISA en células, similar al valor reportado (0,026
+ 0,002). La CI50 para TSC fue de 1,75 uM utilizando el método colorimétrico [117], [143] y
de 1,91 uM % 0,21 con el ELISA en células. Estos resultados demuestran que el ELISA en
células puede ser utilizado no solo con los IFNr sino también para otros compuestos
antivirales.

OD (405nm)

TSC (uM)

PTC12 (uM)

Figura 2.4. Actividad antiviral de TSC y PTC12. Se trataron células MDBK con diluciones
seriadas al medio de TSC (A) o PTC12(B) y fueron infectadas con cepas CP de VDVB. El
grafico representa valores de DO por triplicado y la correspondiente curva. Los valores de CI50
fueron estimados con el ELISA en células que detecta NS3. Mediante la interpolacion de los
valores de DO correspondientes al 50% de las lecturas de las células no tratadas/células
infectadas (indicado con la linea de puntos).

Las células MDBK fueron pre-incubadas con diferentes concentraciones de cada
preparacion de IFNr antes de la infeccién con VDVB cepa Singer (CP) o NY-93 (NCP). La
actividad antiviral de cada IFNr fue estimada utilizando el ELISA en células, titulacién viral
de los sobrenadantes, cuantificacion de ARN viral con gRT-PCR y ensayos colorimétricos
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de viabilidad (solo para la cepa CP). Las curvas de correlacion fueron construidas con los
valores estimados para cada dilucion de IFNr mediante el ELISA en células y los métodos
actuales (Figura 2.5). El andlisis de Spearman demostrd una correlacion significativa entre
los resultados obtenidos con el ELISA en células y aquellos estimados con las otras pruebas
(p<0.05) para ambas cepas CP y NCP. Hubo una correlacion positiva entre los resultados
del ELISA en células y el ratio de nimero de copias de genoma o de la DITC50/ml para
ambos IFNr y cepas virales (r=1) y, como era esperado, hubo una correlacién negativa con
el método de viabilidad celular para la cepa citopatica.

Singer(CP) — — NY-93(NCP)

ot | 100 ot | 100
0 IFtea by O IFh-a . | LY

Ll 0.'26 0:60 0_'1'5 100 I.IEG O.IW .28 s [k 100 126

BO107 20407
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40407 20407
200"
204107 1.0:00" AL
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oo 026 080 ors 100 126

OD value (580nm)

000 03 080 (%3 10 125 000 028 080 078 100 128

0D vahe (FN-1)
OD vahse (IFN-a)

Figura 2.5. Correlacion entre los diferentes métodos de evaluacion de actividad antiviral. La
actividad antiviral de IFN-a (circulos grices) e IFN-A3 (circulos negros) contra el VDVB (cepa Singer
y NY-93) fue determinada con el ELISA en células que detecta NS3. Los resultados fueron
comparados con los valores medidos por triplicado por tres técnicas utilizadas actualmente:
cuantificacion de ARN viral con gRT-PCR, titulacién viral y evaluacion colorimétrica de la viabilidad
celular, como se muestra en la figura. El coeficiente de la correlacion de Spearman y los P valor
estan representados para cada curva.

RESUMEN

- El ELISA en células de alto rendimiento fue puesto a punto para la determinacion
de infectividad viral.
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- Una proteina viral no estructural es detectada directamente sobre la monocapa
celular.

- Cada resultado puede ser normalizado al total de células en el cultivo.

- EIELISA en células NS3 fue aplicado a las cepas CP y NCP del VDVB.

- Se evalug la actividad antiviral contra cepas CP y NCP del VDVB.

El desarrollo del ELISA en células surgié de la necesidad de evaluar la actividad antiviral
de los IFNr producidos en nuestro laboratorio. Los ensayos disponibles presentaban
mdltiples limitaciones. Requeriamos un método de alto rendimiento, bajo costo y aplicable
a cualquier cepa viral. Los ensayos colorimétricos de viabilidad celular son aplicables a
cepas CP y la mayoria de los aislados de campo circulantes del VDVB son NCP. El ELISA
en células mide la infectividad viral mediante la deteccidn de una proteina no estructural del
virus que se encuentra altamente conservada y que es producida durante la replicacion
viral. EI ELISA es llevado a cabo sin necesidad de cosechar las células y fue desarrollado
para evaluar la actividad antiviral de los IFNr. Los resultados correlacionaron con aquellos
obtenidos mediante la gRT-PCR vy la titulacion viral. El ensayo fue también eficiente en la
estimacion de la CI50 de otros dos compuestos antivirales como la TSC y el PTC12. La
estimacion de la CI50 de cada IFN utilizando 6 cepas diferentes del VDVB con diferentes
biotipos y genotipos mostré que las cepas CP son mas susceptibles a ambos IFNr, mientras
que las cepas NCP tipo 2 resultaron ser mas sensibles al IFN-a. Este formato en el cual se
utiliza un anticuerpo detector contra una proteina no estructural conservada de un tipo viral
puede ser potencialmente aplicable para medir de forma precisa la infectividad de cualquier
cepa viral.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS INTERFERONES a
Y A CONTRA EL VDVB IN VIVO: MODELO MURINO

OBJETIVOS

- Desarrollar un modelo murino de infeccién para VDVB.

- Realizar una evaluacion preliminar de la actividad de los IFNr como antiviral para
el tratamiento de las infecciones con el VDVB in vivo.

- Evaluar dosis y protocolos de administraciéon de los IFNr en el modelo murino de
infeccion para luego aplicarlo en el modelo bovino.

INTRODUCCION Y DISENO EXPERIMENTAL

La evaluacion de la actividad antiviral de los IFNr in vitro arrojé resultados favorables para
continuar con el estudio en modelos animales in vivo. Previo a realizar estudios en bovinos
decidimos realizar una primera prueba de concepto en el modelo murino para evaluar la
actividad de los IFN-a y A. Trabajos publicados por Seong y col [144], [145] reportan la
utilizacion de ratones BALB/c como modelo de infeccion para VDVB. De esta manera
evaluamos si los animales se infectaban con cepas de nuestro interés y caracterizamos el
perfil de dichas infecciones. Las cepas del VDVB utilizadas fueron la NY-93 y la 98-124,
ambas del genotipo 2 de alta y baja virulencia, respectivamente. Establecido el modelo de
infeccion, el primer estudio consistié en la aplicacion de los IFN-a y A (comerciales, origen
ratbn) como pre-tratamiento o tratamiento, es decir, su administracion previa o posterior a
la infeccidn viral. El Gltimo ensayo de esta etapa se realizé con el fin de delinear un protocolo
mas preciso de tratamiento con los IFN-a y A para luego poder ser ensayado en el modelo
bovino.

RESULTADOS

Basados en trabajos previos de otros grupos, desarrollamos un modelo murino de infeccién
por el VDVB, con el objetivo de estudiar el efecto de antivirales in vivo. En un primer
experimento, dos grupos de 8 ratones BALB/c (hembras, 6-8 semanas) fueron inoculados
por via intraperitoneal (ip) con 0,4 ml de una dosis de 5x10° DICT50/ml de dos cepas del
VDVB. Esta dosis fue la establecida por Seong y colaboradores en su trabajo de puesta a
punto de este modelo [144]-[146]. Cuatro animales se dejaron como control sin infectar, y
solamente recibieron 0,4 ml de medio de dilucion. Se utilizaron dos cepas NCP del VDVB
de genotipo 2, la cepa de referencia NY-93 y una cepa aislada de sangre de un ternero en
la provincia de Buenos Aires, durante un brote en 1998 (cepa 98-124). La cepa NY-93 es
de alta virulencia, mientras que 98-124 se considera una cepa “tipica” de genotipo 2, de
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baja virulencia. Ambas cepas han sido extensamente caracterizadas por nuestro grupo de
trabajo, tanto in silico, in vitro e in vivo, utilizando terneros privados de calostro [21].

Los ratones fueron infectados utilizando la via IP, y siguiendo el procedimiento descripto
por Seong y col. [145], se obtuvieron muestras de suero de los ratones al iniciar el
experimento y a los 2, 4 y 7 dias post infeccion (dpi). A los 4 dpi se realizo la eutanasia de
la mitad de los ratones (2 animales del grupo control y 4 animales infectados) y a los 7 dpi
se realiz0 la eutanasia del total de los animales de los cuales en ambos tiempos se tomaron
muestras de bazo, higado, linfonédulos mesentéricos, pulmén, corazén, cerebro y rifion. Se
tomaron dos muestras de cada 6rgano, una fue congelada para evaluar presencia de
genoma viral y la otra fue conservada en formol buffereado, se incluy6é en parafina y se
realizaron cortes histolégicos a fin de visualizar posibles lesiones histopatoldgicas. Se
controlé ademas peso y temperatura de los animales durante el periodo del experimento.
Ninguno de los ratones mostro signos clinicos de enfermedad, ni comportamiento asociado
con malestar. No se observaron cambios en el pelaje ni en la conducta o patrén de
alimentacion de los ratones. Los parametros de peso (Figura 3.1) y temperatura (no se
muestra) no se modificaron respecto de los valores del grupo no infectado durante todo el
experimento.

26 INF. NY-93 Figura 3.1. Seguimiento del peso
INF. 98-124 de los ratones infectados. Se
No Inf. realiz6 un control diario del peso de
los ratones infectados con el VDVB
98-214 0 NY-93, respecto de ratones
normales y con infeccién simulada.

La flecha indica el dia de la infeccion.
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La distribucion del virus en diferentes érganos y sangre entera de los ratones infectados se
estudié mediante RT nested PCR (Figura 3.2). No se detect6 genoma del VDVB en ninguna
de las muestras de tejido de los ratones infectados, tampoco en aquellos infectados de
forma simulada, como era de esperar. Los resultados del andlisis histopatoldgico, realizado
en el Instituto de Patobiologia de INTA, no mostraron dafios compatibles con la infeccién
(Figura 3.3).
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Figura 3.2. RT-Nested PCR. Gel de agarosa 1,5 % m/v. Productos de RT-Nested PCR para la
deteccion de VDVB en muestras de sangre entera de los ratones infectados con NY-93. EI mismo
proceso se realizé para la infeccion con 98-124 y para los 6rganos extraidos en las infecciones con
ambas cepas (no se muestra). Calle 1 (indicado con flecha) control positivo. El resto de las
muestras sembradas corresponden a los diferentes dias post-infeccion (dpi). Calle 10: Ladder
100pb (Biodynamics SRL).

Grupo cortrol Grupo infectado (NY-83/98-124) Figura 3.3. Andlisis histopatoldgico

o de diferentes 6rganos de ratones

Coona ' ; BALB/c parael desarrollo del modelo
Pulpablancs — .

j ‘ . murino. Se tomaron muestras de los

Pulparop ' T diferentes 6rganos extraidos a partir de

la eutanasia de los animales alos 4y 7
dpi. Se realizaron cortes histoldgicos y
los mismos fueron teflidos con
hematoxilina-eosina. Ningun individuo,
ya sea del grupo control o experimental,
presenté lesiones histolégicas en
ninguno de sus 6rganos. En la figura se
muestran algunos de los 6rganos
evaluados a 4 y 10X donde se observa
su estructura conservada.

Utilizando las muestras de suero de animales individuales colectadas a los 0, 2, 4 y 7 dpi
se determind la viremia utilizando el ELISA en células que detecta la proteina NS3. También
se cuantificaron citoquinas pro y anti-inflamatorias, I1L-6, I1L-10, IL-12p70, IFN-y e TNF-q,
ademas de la quemoquina MCP-1 utilizando un kit comercial (BD® CBA inflammation kit) a
los 2 y 4 dpi. Los resultados se muestran en la Figura 3.4 y 3.5. La infeccion de los ratones
con ambas cepas di6 lugar a una viremia que se inicié a los 4 dpi para la cepa NY-93y a
los 7 dpi para 98-124, que son los primeros tiempos en los que se observan valores
significativamente superiores a los del grupo no infectado (p<0,05; Figura 3.4). Los animales
infectados no lograron reducir la viremia en el tiempo evaluado. La infeccion con la cepa de
baja virulencia 98-124, indujo un incremento de los niveles sistémicos de TNF-a a los 2 dpi
(Figura 3.5) que disminuyen levemente a los 4 dpi. La otra citoquina que mostro diferencias
entre los grupos fue IFN-y, que aumento significativamente respecto del control en animales
infectados con 98-124 (p<0,05), mientras que el aumento fue solamente una tendencia para
los animales infectados con NY-93 (p=0,052). El resto de las citoquinas evaluadas al igual
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gue la quimioquina MCP-1 no mostraron diferencias entre los animales infectados y no
infectados (no se muestra).

FIGURA 3.4. Infeccién de ratones BALB/c con dos cepas del VDVB del genotipo Il biotipo no
citopético de diferente virulencia. Viremia medida con el ELISA en células en el suero de ratones
para cada dpi y cepa viral inoculada.

*p<0,05, Mann-Whitney Test
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FIGURA 3.5. Citoquinas pro-inflamatorias inducidas por la infeccién con el VDVB en ratones.
Niveles séricos de TNF-a e IFN-y a los 2 y 4 dpi en el suero de ratones control e infectados con NY93 y
98-124, segun se indica. * Diferencias significativas respecto de los valores medidos en los animales no
infectados, p<0,05, Mann-Whitney Test

Dado que la viremia no se lograba resolver en el periodo evaluado, realizamos un
seguimiento de la viremia durante 2 meses en ratones infectados con 98-124. Para la
medicidon de viremia utilizamos “pool” de sueros de 5 animales para cada tiempo y los
titulamos por ELISA en células (Figura 3.6). Los resultados muestran que el virus se
mantiene en circulacion con niveles similares a los detectados a los 7 dpi hasta los 60 dpi
y que por tanto estos ratones, quedan infectados de forma persistente, no resuelven la
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infeccidn no presentan ninguna signologia ni evidencian ningin cambio de peso ni de
conducta respecto a los ratones no infectados.

& 35124

Titulo
(ELISA en células)

T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
A DFI

FIGURA 3.6. Seguimiento de la viremia como resultado de lainfeccion de ratones BALB/c
con el VDVB 98-124. Viremia medida con el ELISA en células en el suero de ratones a lo largo
del tiempo hasta los 60 dpi. Se indica el momento de la infeccion (0 DPI).

Una vez establecida la capacidad del VDVB de causar viremia en ratones BALB/c
realizamos una prueba de concepto para establecer la factibilidad de la eficacia de la
utilizacién de los IFN tipo | y Il como bioterapéuticos contra este virus. Para realizar este
estudio utilizamos la cepa de campo de tipo Il de baja virulencia NCP 98-124, caracterizada
en el experimento previo. Esta cepa induce, ademas de viremia, un pico de TNF-a sistémico
a los 2 dpi que permite tener otra evidencia de actividad viral en los animales.

Se utilizaron 5 grupos de 8 ratones que fueron infectados con el VDVB 98-124, considerado
dia “0 dpi” (Tabla 3.1). Se dejaron ademas 3 animales como centinelas (no tratados ni
infectados). Dos de los grupos recibieron tratamiento profilactico que consté de una dosis
de IFN-a o A (dosis aplicadas: 250000 U/dosis IFN-a, 2 pg/dosis IFN-A) inyectada por via
sc el dia previo a la infeccion (-1 dpi). Otros dos grupos fueron tratados el dia posterior a la
infeccion (+1 dpi) con la misma dosis de IFNs aplicado sc. Los ratones del grupo 5 fueron
infectados junto con los otros animales, y recibieron PBS (buffer empleado para diluir los
IFNSs) los dias -1 y +1 por via sc. Se tomaron muestras de suero a los dias 0, 4, 7, 20y 30
post-infeccion y se evalué viremia mediante la deteccién de NS3 con el ELISA en células.
Las dosis evaluadas fueron obtenidas de la bibliografia [106], [147]-[149].
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Grupo Profilaxis Tratamiento
Dia -1 Dia +1
I 1 I IFN-a I PBS I
2 IEN-A PBS
3 PBS IFN-a
4 PBS IFN-A
5 PBS PBS

TABLA 3.1. Tratamientos de ratones BALB/c con IFN-a y A. Todos los
animales fueron infectados con el VDVB cepa 98-124 (NCP genotipo 2b) por
via IP a los “0 dpi”.

En base a los valores de densidad Gptica (DO) obtenidas por el ELISA en células se
construyeron curvas de cinética de viremia para cada tratamiento (Figura 3.7). La infeccion
induce un pico de viremia a los 4 dpi, tal como observamos en el experimento anterior, que
se mantiene incluso hasta los 30 dpi. La aplicacion de IFN-A previa a la infeccion (curva
“PRE”, Figura 3.7 A) reduce la viremia a valores significativamente inferiores a los del grupo
sin tratamiento (PBS) a los 7, 10 y 30 dpi (p<0,05), mientras que la aplicacién de IFN-A
luego de la infeccién (curva “POST”, Figura 3.7 A), no tiene efecto alguno sobre los valores
de viremia medidos. Los resultados obtenidos con IFN-a fueron opuestos (Figura 3.7 B). La
viremia se redujo al aplicar el IFN-a el dia posterior a la infeccion, con diferencias
significativas (p<0,05) respecto a los animales infectados-no tratados a los 10 dpi y el pre-
tratamiento no cambi6 el curso de la viremia. Analizando el area bajo las curvas para cada
IFN y tratamiento, que considera los niveles de viremia y la duracién de forma integrada,
confirmamos que la profilaxis con IFN-A (Figura 3.7 C) y el tratamiento posterior a la
infeccion con IFN-a (Figura 3.7 D) reducen significativamente la viremia producida por la
infeccion experimental de ratones BALB/c con la cepa del VDVB 98-124 aplicada por via
IP.
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Figura 3.7. Efecto de la inmunoterapia con una sola dosis de IFNs recombinantes ay A murinos
en laviremia. Ratones BALB/c fueron infectados con el VDVB cepa 98-124. Los mismos fueron tratados
con una sola dosis de IFNs recombinantes murinos el dia anterior (PRE) o posterior (POST) a la
infeccion. El grupo de ratones infectados que no que recibié inmunoterapia se indica como “PBS”. (A)
Cinética de virus en sangre en ratones que fueron tratados con IFN-A. (B) Cinética de virus en sangre en
ratones que fueron tratados con IFN-a. (C) Area bajo la curva estimada para cada tratamiento con IFN-
A. (D) Area bajo la curva estimada para cada tratamiento con IFN-a (*) p<0,05 respecto al grupo PBS,
Mann-Whitney.

Habiendo establecido ya la factibilidad del uso de los IFN como bioterapéuticos contra el
VDVB, realizamos un experimento en el cual aumentamos el nimero de aplicaciones de
los IFN-a y A en las dosis utilizadas anteriormente y combinamos su efecto como
preventivos o para tratar la infecciébn. En este experimento se utilizaron 7 grupos de 5
ratones cada uno, que fueron infectados con el VDVB 98-124, considerado dia “0 dpi”, como
se hizo anteriormente. Se dejaron ademas 4 animales como centinelas (no tratados ni
infectados). Todos los tratamientos se aplicaron dos dias antes (-2, -1) y/o dos dias después
(+1, +2) de la infeccion. Los detalles del tratamiento realizado a cada grupo se muestran en
la Tabla 3.2. La inoculacion de los IFNs se realiz6 por via sc, en las mismas condiciones
que el experimento anterior. Se tomaron muestras de suero a los dias 0, 2, 4, 7, 10, 20 y
30 dias posteriores a la infeccion y se evalud viremia mediante la deteccion de NS3 en el
“ELISA en células”.
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Grupo Profilaxis Tratamiento
I 1 1 1

1 IFN-a IFN-a

2 IFN-A IFN-A TABLA 3.2. Esquema de tratamientos realizados

3 PBS IFN-a en ratones BALB/c. Cada inoculacion de IFN se
realizé los dias -1, -2 y/o +1 y +2. Todos los animales

4 IFN-a PBS . .
fueron infectados con el VDVB NCP genotipo 2b por

5 IFN-A IFN-a via IP a los “0 dp/”.

6 IFN-A PBS

7 PBS PBS

Para realizar una evaluacion completa del experimento se conformaron “pooles” de sueros
para cada tiempo y se titularon por ELISA en células. Los resultados se muestran en la
Figura 3.8.

Los animales del grupo control que recibieron solamente PBS desarrollaron viremia con un
pico a los 7 dpi que luego se mantiene en niveles similares hasta los 30 dpi, como estaba
descripto (ver mas arriba). Por otro lado, todos los grupos que recibieron IFNs en cualquier
combinacién, mostraron ausencia de virus en sangre, con resultados similares y cercanos
a los valores negativos (hasta los 7 dpi). Esta situacion de baja viremia se mantuvo hasta
los 10 dpi para los ratones de los Grupos 2, 3y 5. Los valores de viremia fueron menores
a los del Grupo 7 (infectados, no tratados) para el resto de los grupos a este tiempo. Hacia
los 20 dias la viremia aumenta en todos los grupos, alcanzando titulos similares al control
infectado-no tratado en casi todos los grupos excepto en aquellos que fueron tratados pre
y post-infeccién con IFN-A o bien recibieron profilaxis con IFN-A (grupo 2) y posterior
tratamiento con IFN-a (Grupo 5).

801 Profilaxis Tratamiento

@ Gl IFNo IFN-o.

_ @ G2 IFN-A IFN-%

£ ® G3 - IFN-c

° O G4 IFNo B

E O G5 IFN-A IFN-c.

. © G6 IFN-A
=¥ G7

4 6 8 1012141618 20222426 28 30
Dias post-infeccién

o
N

FIGURA 3.8. Efecto de las distintas combinaciones de aplicacién de IFNr en la viremia.
La cinética de virus en los pooles de suero de los animales de cada grupo se calculé mediante
diluciones seriadas por ELISA en células. La flecha indica el momento de la infeccién.

97



RESULTADOS — CAPITULO 3

Para poder comparar los distintos grupos se realizé la medicién individual de los sueros de
los ratones con el ELISA en células (dilucién 1:20) a los 0, 4, 7 y 10 dpi. La Tabla 3.3
muestra los valores maximos y minimos, media, mediana, error y coeficientes de variacion
(CV) para los valores obtenidos en cada grupo a los 4 y 7 dpi. Los CV fueron muy bajos,
mostrando que los animales presentaron valores de viremia muy similares dentro de cada
grupo. Los valores obtenidos evidencian diferencias entre el grupo de animales infectados
que no recibieron tratamiento y aquellos que fueron inoculados con IFNs.

GRUPOS / TRATAMIENTOS

4 dpi NORMAL Gl G2 Gl G4 G5 G6 G7
No Inf.  IFN-o/IFN-a  IFN-I/IFN-I No /IFN-a IFN-a/ No IFN-I/IFN-a IFN-I/No Inf. No trat.

Nro. de datos 4 4 4 4 5 5 5 5
Valor minimo 02250  0,3420  0,3000 0,3410 0,3670 03710 03650  0,7670
Valor maximo 02500 03670  0,3240 0,5010 04150 03870 03750  0,7920
Mediana 02480 03485  0,3165 0,3500 03910 03820 03710  0,7780
Media 0,2528 0,3515 0,3143 0,3855 0,3914 0,3802 0,3708 0,7790
Desvio estandar 00271 00116 00114 0,0771 00175 00069 00040  0,0089
Error estandar 00135 0,058  0,0057 0,0385 0,0078 00031 00018  0,0040
Coeficiente de variacion ~ 13-44%  3.32% 3.64% 20.01% 4.47% 184%  1.09%  1.15%

GRUPOS / TRATAMIENTOS

7 dpi

NORMAL G1 G2 G1 G4 G5 G6 G7
No Inf.  IFN-a/IFN-a [EN-I/IFN-I No /IFN-a IFN-a/ No  IEN-I/IFN-aIFN-I/No_Inf. No trat.

Nro. de datos 4 5 4 4 5 4 4 5
Valor minimo 0,2250 0,4620 0,4600 0,6050 0,5640 0,4120 0,5390 0,8870
Valor méximo 0,2500 0,4950 0,5930 0,6230 0,5860 0,4870 0,5980 0,9130
Mediana 0,2375 0,4780 0,5255 0,6120 0,5780 0,4395 0,5545 0,9010
Media 0,2375 0,4806 0,5260 0,6130 0,5776 0,4445 0,5615 0,9002
Desvio estandar 0,0123 0,0133 0,0597 0,0085 0,0087 0,0325 0,0259 0,0098
Error estandar 0,0062 0,0059 0,0298 0,0042 0,0039 0,0163 0,0129 0,0044
Coeficiente de variacién 5.20% 2.77% 11.36% 1.38% 1.50% 7.32% 4.62% 1.10%

Tabla 3.3. Descripcion estadistica de los valores de viremia obtenidos mediante ELISA en células
en animales individuales dentro de cada grupo a los 4 y 7 dias post-infeccién, segun se indica.

Al comparar mediante ANOVA de una via seguido por Bonferroni los resultados de los
diferentes tratamientos con los del Grupo 7, se encuentran diferencias significativas a los
4, 7 y 10 dias post-infeccion entre todos los grupos tratados con los diferentes IFNs y
esquemas, respecto de los infectados. Estos resultados indican que el tratamiento con los
IFNs, independientemente del esquema y del tipo de IFN utilizado, reduce la viremia en los
ratones (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Niveles detectados de viremia en funcién de los dias post-infeccion para cada
grupo experimental que recibid diferente protocolo de tratamiento segin se indica.

Evaluamos luego si existian diferencias entre los niveles de viremia medidos en los ratones
que recibieron los distintos tratamientos con IFNs, y entre éstos y el grupo centinela
(animales naive) a los 4, 7 y 10 dias post-infeccion. Los resultados se muestran en la Figura
3.10. En todos los casos los valores de viremia en el grupo centinela o tratados con IFNs
son significativamente inferiores al medido en animales infectados, no tratados (Grupo 7,
p<0.05).

A los 4 dpi el tratamiento doble con IFN-A (Grupo 2) arroja niveles de viremia que son
indistinguibles de los valores del grupo naive, considerado como “viremia indetectable”. En
todos los otros grupos se detectan niveles muy bajos de viremia, sin diferencias
significativas entre si, pero superiores al grupo naive. Cabe destacar que el doble
tratamiento con IFN-A brinda mayor proteccion que los tratamientos Unicos pre (Grupo 4) o
post-infeccion (Grupo 5), con diferencias significativas en los valores de DO medidos
(p<0.05, p<0.01; respectivamente).

Transcurrida una semana luego de la infeccion se detecta viremia en todos los grupos
evaluados. Comparando los tratamientos entre si se verifica que los valores mas altos de
viremia los encontramos en los grupos que recibieron solamente tratamiento pre o post-
infeccion (Grupos 3, 4 y 6); mientras que aquellos animales que fueron tratados pre y post-
infeccidn tuvieron menor viremia, independientemente del tratamiento. En este tiempo, los
valores de viremia mas bajos fueron los de los animales que recibieron profilaxis con IFN-A
y tratamiento con IFN-a.

A los 10 dpi, y tal como lo vimos al establecer el modelo, se establece la replicacion viral de
tipo persistente en todos los animales infectados. En este tiempo, no existen diferencias
entre los tratamientos, excepto por el Grupo 6 que presenta mayor viremia que los otros
grupos tratados.
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Gl G2 G3 G4 G5 G6 Naive G7

Figura 3.10. Viremia medida en animales individuales. Los niveles de viremia se midieron por
ELISA en células en los ratones de los distintos grupos y en los animales no infectados a los 4, 7
y 10 dpi, segun se indica. El analisis ANOVA identific6 grupos comparados con los animales naive
y entre tratamientos. Las diferencias entre los tratamientos se indican con numeros y las
diferencias con los grupos no tratados, con letras. Letras y numeros diferentes denotan
diferencias significativas (p<005). Ademas, a los 4 dpi se encontraron diferencias entre los grupos
2y 3 (* p<0.05) y entre los grupos 2 y 4 (p<0.01) mediante la prueba de Mann-Whitney.

Para definir cual de los tratamientos result6 mas efectivo en la reduccion de la viremia,
hicimos un andlisis de area bajo la curva considerando los valores individuales tomados
entre los 0 y los 10 dpi. De esta forma se estima un valor de area para cada animal y se
comparan entre los grupos. Los resultados indican que, como ya verificamos mas arriba,
todos los tratamientos reducen la viremia respecto del control y que los tratamientos
administrados a los grupos 1 y 5 son los mas efectivos en la reduccién global de la viremia
en los tiempos estudiados (Figura 3.11). En base a estos resultados, se evidencia que el
tratamiento es mas efectivo si se aplica tanto antes como después de la infeccién y que
combinar IFN-A e IFN-a es equivalente a utilizar sélo IFN-A como inmunoestimulante y

tratamiento.
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Figura 3.11. Area bajo la curva estimada para
cada tratamiento con IFNr y para el control sin
tratar. Se grafican valores promedio de &area bajo
la curva estimada para cada animal por grupo
experimental. Los datos fueron analizados por
ANOVA de una via, seguido por Bonferroni
(intervalo de confianza: 95%). Las letras distintas
indican diferencias significativas.
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La medicion de citoquinas pro y anti-inflamatorias se realizé sobre las muestras de suero a
los 2 dpi, basdandonos en los resultados de la puesta a punto del modelo. De esta manera,
el pico de TNF-a se asoci6 a la infeccion con la cepa viral utilizada y la determinacion de
IL-10 respondié a la posibilidad de que el tratamiento antiviral genera un perfil anti-
inflamatorio en los animales tratados.

Se midieron las concentraciones de TNF-a e IL-10 por ELISA. Tal como se habia visto en
la puesta a punto del modelo, los ratones infectados (Grupo 7) responden a la infeccion
mediante la secrecion de altos niveles de TNF-a. Se detectaron niveles similares de TNF-a
a los del grupo 7 en los animales que recibieron solamente profilaxis con IFN-A (Grupo 6) o
solamente tratamiento con IFN-a (Grupo 3). Los animales de los grupos 1 y 4 (ambos
recibieron solamente IFN-a) mostraron valores mas bajos que los del Grupo 7 pero las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas (p>0,05). Se observaron
valores de TNF-a sistémico, significativamente inferiores al grupo 7 en los ratones de los
grupos 2 y 5, que corresponden a aquellos que recibieron IFN-A como preventivo y
tratamiento, o bien profilaxis con IFN-A y tratamiento con IFN-a, respectivamente (Figura
3.12 A). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-10 entre los grupos
estudiados (Figura 3.12 B).
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Figura 3.12. Efecto sobre laexpresién
de TNF-a e IL-10. Andlisis del efecto de
las distintas combinaciones de IFNs
o para tratamiento de la infeccién por el
rotlads Fna Ben o Fe o B VDVB en la produccion de citoguinas a
Tratamiento  FN-a  IFNA - FNoo - FNea - - nivel sistémico. (A) Niveles séricos de
TNF-a por ELISA. (B) Niveles séricos de
B o, IL-10. Se grafican valores promedio +
SD para cada grupo.
* p<0,05, diferencias significativas
respecto del grupo 7, Mann-Whitney
test.
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En conjunto, nuestros resultados muestran que el IFN-A es eficaz contra el VDVB in vivo.
La aplicacion de IFN-A como tratamiento inmunoestimulante reduce la viremia en el modelo
murino. Por otro lado, la administracion de dos dosis de IFN-A, antes y después de la
infeccion, también reduce la viremia pero su efecto se sostiene en el tiempo.
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RESUMEN

En este trabajo se ha desarrollado por primera vez un modelo murino que permite
establecer viremia luego de la infeccién por una cepa nho citopatica aislada en Argentina. El
modelo nos permiti6 ademas visibilizar diferencias debidas a la virulencia de las cepas
virales infectantes, tanto por el tiempo de presentacion de la viremia como por el perfil de
citoquinas desarrolladas en ambos casos. La infeccion por el VDVB induce en los ratones
una viremia que se prolonga de forma sostenida al menos hasta los 65 dias posteriores a
la infeccidn. La infeccién no modifica el aumento de peso corporal natural de cada animal
ni se observaron signos clinicos o comportamentales. No se pudo detectar el sitio de
replicacion del virus ya que no se pudo obtener aislamiento viral ni deteccién de genoma
viral en los 6rganos evaluados.

Una vez establecido el modelo, evaluamos el efecto antiviral de la administracion de IFN- a
0 A 24 hs antes de la infeccion (pre-tratamiento) o bien 24 hs después de la infeccién
(tratamiento), medidos como reduccién de la viremia. Ambas dosis fueron inoculadas por
via SC. Se incluyeron también los controles pertinentes como un grupo control positivo de
infeccidn al que se inocul6 con el VDVB cepa 98-124 sin recibir tratamiento alguno, otro
grupo control negativo que no fue inoculado con IFNs ni infectado, otro grupo recibié el pre-
tratamiento sin infectar y el Ultimo recibié el tratamiento y tampoco fue infectado. Los
resultados mostraron actividad antiviral para ambos IFNs y efecto significativo en la
reduccion de la viremia, siendo mas eficiente la aplicacion profilactica de IFN-A y la
aplicacion terapéutica de IFN-a.

En un segundo experimento aumentamos el numero de aplicaciones de los IFNs en las
dosis utilizadas anteriormente y combinamos su efecto como preventivos o para tratar la
infeccion. En este experimento se utilizaron 7 grupos de 5 ratones cada uno, que fueron
infectados con el VDVB 98-124, considerado dia “O dpi”, como se hizo anteriormente. Se
dejaron ademas 4 animales como centinelas (no tratados ni infectados). Todos los
tratamientos se aplicaron dos dias antes (-2, -1) y/o dos dias después (+1, +2) de la
infeccion por via SC. Estos resultados mostraron que los tratamientos son mas efectivos
cuando se aplican antes y después de la infeccion. Todos los tratamientos aplicados,
independientemente del momento de aplicacién y del IFN utilizado reducen la infeccion
respecto del grupo control conformado por animales infectados, pero no tratados. Los
tratamientos mas efectivos fueron la aplicacién de IFN-A pre y post-infeccion y la aplicacion
de IFN-A como tratamiento preventivo e IFN-a luego de la infeccion. En ambos casos se
obtiene una reduccidn significativa de la viremia no solamente respecto del control no
tratado sino también comparados con los otros esquemas de tratamiento. El efecto de estos
dos tratamientos se sostiene en el tiempo. Ademas, estos tratamientos reducen la
produccion de TNF-a a los 2 dpi, un indicador de infeccién por la cepa utilizada.

En conjunto, nuestros resultados muestran que el IFN-A es eficaz contra el VDVB in-vivo y
que se obtiene una mayor actividad si se lo utiliza antes y con posterioridad a la infeccion.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS INTERFERONES a
Y A RECOMBINANTES CONTRA EL VDVB EN BOVINOS

OBJETIVOS

- Determinar la seguridad del IFN-A3 recombinante para la administracion en bovinos.

- Realizar una prueba de concepto sobre la factibilidad utilizar el IFN-A3 bovino
recombinante como antiviral para el tratamiento de las infecciones con el VDVB en
bovinos.

INTRODUCCION Y DISENO EXPERIMENTAL

A partir de los resultados auspiciosos obtenidos in vitro e in vivo (modelo murino), que
demostraron actividad antiviral de los interferones frente al VDVB decidimos evaluar la
actividad del IFN-A3 recombinante (IFN-Ar) en terneros. Comenzamos en una primera
etapa, realizando estudios ex vivo sobre células inmunes bovinas (CMSP) para descartar
posible toxicidad o efectos adversos de los IFNr sobre estas células. Por otro lado, se evalu6
la actividad antiviral de estos compuestos sobre las CMSP, verificando si eran capaces de
impedir la infeccién con el VDVB. Como se ha reportado en humano y ratén las CMSP no
tendrian receptores para los IFN-IIl y deberian tener efecto antiviral directo con IFN-I [147].
Posteriormente se establecid la seguridad de la dosis a utilizar en bovinos normales por via
subcutanea, a fin de verificar la ausencia de efectos adversos sobre estos animales. Se
establecié un protocolo de tratamiento basado en publicaciones previas [111], [134] que
sugerian, como tratamiento minimo, la administracién de una dosis diaria de IFNr durante
2 dias pre-infeccién y 2-3 dias post-infeccion. El esquema de trabajo y toma de muestras
programadas se describe en el diagrama de la figura M8, seccion “Materiales y Métodos”.
Una vez establecida la dosis y el intervalo posolégico basandonos en los resultados
obtenidos con el modelo murino se disefié un protocolo de tratamiento pre y post-infeccién
con el IFN-Ar en terneros. Se presentan a continuacion los primeros resultados de la
actividad antiviral del IFN-Ar contra el VDVB, en este caso frente a la cepa 98-124 (NCP
tipo 2, aislamiento local de baja virulencia).
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RESULTADOS

En un primer experimento se evalud la capacidad del VDVB de infectar CMSP bovinas ex
vivo y del efecto del tratamiento de los IFNr sobre estas células, sobre todo por los
conocidos antecedentes del IFN-a humano en cuanto a su toxicidad sobre células
sanguineas [112], [147].

Para poder cumplir este objetivo se utilizé un virus recombinante producido a partir de un
clon infeccioso de la cepa NADL biotipo NCP, que expresa la proteina verde fluorescente
(GFP) al que denominamos VDVB-GFP. Este virus expresa GFP rio debajo de NS3, y la
secuencia de GFP estd flanqueada por la autoporetasa 2A del VFA. Este virus fue
desarrollado en colaboracion con el Dr. Diego Alvarez de UNSAM en el marco de otro
proyecto. En este trabajo se utiliz6 como modelo para identificar las células infectadas
mediante citometria de flujo.

Se realizé un primer experimento infectando células MDBK con el VDVB-GFP y con un virus
NCP (98-204) para corroborar que podiamos detectar las células infectadas con el virus
recombinante por citometria de flujo. Se detecté GFP a partir de los 3 dias post infeccion
(dpi). En la figura 4.1 se muestra un histograma representativo obtenido a los 5 dpi.

A B c

Numero de células
Numero de células

Numero de células
S

GFP GFP GFP

Figura 4.1. Histogramas representativos que muestran células MDBK (A) o CMSP totales (B)
infectadas con el VDVB-GFP. En el grafico (C) el histograma se realizd seleccionando la poblacién
de CMSP-GFP positivas.

En un segundo experimento se infectaron CMSP bovinas con el VDVB-GFP. Se detecto
GFP a partir del primer dpi con un pico a los 2 dpi, que comienza a disminuir a los 3 dpi.
Como puede observarse en la figura 4.1, a los 2 dpi muchas células muestran actividad
replicativa del virus con una intensidad de fluorescencia baja. Al seleccionar las células GFP
positivas (Figura 4.1, C), observamos que no coinciden con las poblaciones de Monocitos-
Macrofagos ni con la de Linfocitos, si tenemos en cuenta el tamafio y la granulosidad de la
poblaciéon (no se muestra), probablemente asociado por un cambio de tamafio e incluso
formacion de sincicios durante la infeccion.
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Para poder estudiar el efecto de los IFNr en la infeccidén viral de CMSP, es necesario
establecer si los IFNr en si mismos poseen algun efecto pro-apoptético sobre estas células.
Esta informacion es igualmente relevante como parametro de tolerancia para la utilizacién
posterior de los IFNr en los bovinos. Se realizé un primer experimento en donde los CMSP
bovinas fueron tratadas con diferentes diluciones de los IFNr, o bien con diluciones del
producto de transfeccidbn con un plasmido vacio (tratamiento control). Las células
apoptoticas fueron identificadas mediante marcaciéon con anexina V-PE utilizando un kit
comercial (Annexin V: PE Apoptosis Detection Kit, BD Biosciences®) [150] siguiendo las
instrucciones del fabricante. Observamos un mayor nimero de células apoptoticas (Anexina
V PE positivas) en los cultivos tratados con IFN-a, y este efecto fue dependiente de la
concentracion ya que disminuy6 al tratar las células con diluciones mayores. En el caso del
IFN-A el porcentaje de células apoptéticas no se modifica respecto al medido en las células
que recibieron el tratamiento control (Figura 4.2). Estos resultados coinciden con estudios
realizados con este tipo de IFN en humanos y ratones, donde se ha comprobado la toxicidad
del IFN-a para células sanguineas y la inocuidad del IFN-A probablemente debido a la
ausencia o baja proporcion de receptores especificos en estas células [69].
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Figura 4.2. Histogramas representativos que muestran el grado de apoptosis de CMSP
totales tratados con diferentes diluciones de IFNr.

Se evalud la actividad antiviral de los IFNr frente a la infeccion del VDVB-GFP en CMSP.
Dichas células fueron aisladas de sangre entera de bovinos. Se realizd un pre-tratamiento
con IFNr y como controles se utilizaron preparaciones de sobrenadantes con plasmido
vacio y se dejaron células sin tratar. Finalizado el pre-tratamiento con IFNr o con los
controles, las CMSP fueron infectadas a una MOI=0,2. Luego de 48 hs de incubacion se se
determind la infectividad viral mediante la citometria de flujo, evaluandose el porcentaje de
reduccion. Como se muestra en la Tabla 4.1puede observarse que el tratamiento con IFN-
a, pero no con IFN-A, reduce el nUumero de CMSP infectadas.
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Tratamiento Factor de reduccién (%)
IFN-a 45,0
IFN-A 6,0
Simulado 0,8

Tabla 4.1. Efecto los IFNs en el factor de reduccién de la infectividad del
VDVB en células inmunes bovinas. CMSP bovinas fueron tratadas por 24h con
IFN-a o IFN-A (5 Ul/m), segun se indica. Se determind luego cuénto se reduce la
infectividad viral respecto de un control de células infectadas, no tratadas. Los
valores corresponden a promedios de triplicados. Tratamiento simulado:
sobrenadante de células HEK293T transfectadas con pCDNAS (sin inserto).

El siguiente objetivo de esta etapa fue determinar la seguridad del IFN-Ar a utilizar en
tratamientos con bovinos y verificar in vivo la ausencia de efectos adversos sobre los
animales.

Para este estudio se utilizaron 12 terneros del campo experimental de INTA, de 3 meses
de edad. Los animales fueron organizados en 4 grupos de 3 animales cada uno. Los
terneros del grupo 1 recibieron 6U/kg/dia durante dos dias de IFN-Ar por via sc en tabla del
cuello, los del grupo 2 recibieron 3 U/Kg/dia en dos dias de IFN-Ar por via sc en tabla del
cuello, los del grupo 3 recibieron 1,5 U/Kg/dia durante dos dias de IFN-Ar por via sc en tabla
del cuello y el grupo 4 control recibié medio 1 aplicacion por dia durante dos dias de MEM-
D (excipiente del IFN-Ar) en el mismo volumen y sitio de inoculacion que el resto de los
grupos. Los preparados consistian en sobrenadantes de cultivo de células HEK293T
conteniendo el IFN-A recombinante y fueron administradas dos dosis con un intervalo
posolégico de 24 hs. A los 0, 3 y 8 dias post-inoculacion se tomaron muestras de sangre
qgue fueron remitidas a un laboratorio privado para que se les evaluaran parametros
hematoldgicos y hepéaticos.

Los valores obtenidos para los parametros hematolégicos evaluados indican que la
administracion de IFN-Ar no produce efectos adversos o colaterales en los bovinos, incluso
utilizando la dosis mas alta (Grupo 1, Tabla 4.2), ya que los valores medidos a los distintos
tiempos post-inoculacion no difieren de aquellos obtenidos al iniciar el experimento y se
encuentran, en todos los casos, dentro de los limites normales establecidos para bovinos
de esa raza y edad. Tampoco se vieron alterados los parametros hepaticos. No se
observaron efectos adversos en el sitio de inyeccion ni se constatdé ningdn signo clinico
particular como resultado del tratamiento.

A partir de este resultado se realiz6 un experimento en bovinos que incluyé el tratamiento
con IFN-Ar con la mayor dosis evaluada en la prueba de seguridad y el intervalo posolégico
establecido, esta vez desafiando al animal con el VDVB, cepa 98-124 que ya habia sido
caracterizada en una tesis anterior de nuestro grupo de trabajo y cuyos detalles se
encuentran publicados [133].
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#ANIMAL [ GRUPO [HTO (%) [ GR (/mm3) [GB (/mm3)[ Hb (%) [Plaq (/mm3)] VEM (fl) [ HCM (%) [CHCM (g/dI)[Urea (mg/dI)[Creat (mg/d)] GPT (UI/1) | GOT (U/1) [ FAS (UI/I) [Prot tot (g%)[ Alb (g%) | BT (mg/dl)[BD (me/di)] GTy (UI/1)

DiA 0 406 1 43| 11900000]  16500] 158  750000] 36,3] 13,2] 36,4 19) 1,17) 19| 62| 211 6,5 33| 05| 0,1] 18
DiA3 406 1 41| 111000000  12700]  14,3]  790000] 36,6 12,8 35,1 15| 0,79 18] 78] 21| 67| 35| 0,5] 0,1] 17,
DiA 8 406 1 41| 11500000]  12500]  14,6]  780000] 36,5 13] 35,4 16| 0,82) 18 75| 220| 6,5) 35| 0,5] 0,1] 17
DiA O 393 1 40| 11300000( 17200 146[  627000| 35,4 12,9) 36,5) 18] 13 21] 70) 169| 69| 3.1 0,5] 0,1] 15
DiA3 393 1 30| 11000000  18000]  13,8]  654000] 35,2] 12,6] 35,9) 3 0,86] 2| 8] 172| 69| 33| 0,7] 0,1 16
DiA 8 393 1 39| 11000000]  18100]  142[ 541000 35,3] 12,8] 36 19 0,387, 2| o1 172) 64 3,1 07| 0,1 15
DiA 0 404 1 39| 11700000 10700 14] 700000] 32,9) 12 36,5) 18] 1,13] 21] 57] 173] 6,3 32| 04] 0,1 16
DiA3 404 1 37 10200000  17800[  131[  746000]  3627] 12,84 35,1] 19) 0,78 22| 76| 158] 6,5 3,5 0,6] 0,1] zj
DiA 8 404 1 38] 11500000  17600[  135[  710000] 35| 12,5) 35,5) 19) 038 21 65| 155| 6,5 33| 04| 0,1] 21]
DiA O 410 2 37| 10600000 5600] 13,4 750000 34,6) 12,6) 364 12 1,02 16 79| 219| 6,1] 2,9) 0,4] 0,1] 20|
DIA 3 410 2 36| 10400000 8900 12,6} 749000 34,9) 12,1 34,8 12| 0,72 17| 101] 275| 6,4 3,1] 0,6] 0,1] 20|
DIA 8 410 2 36| 10500000 7500) 12,7] 750000) 34,8 12,3] 35,1 13| 0,75) 17| 105| 300 6,1 3] 0,6] 0,1] 20|
DiA 0 398 2 31] 7460000  17800]  105[ 266000 41,7] 14,1 33,9) 17] 1,15) 18] 55| 105| 6,2 3 05| 0,1 16
DiA3 398 2 31] 7480000 14200  106[  460000) 41,2] 14,1 34,3] 20| 0,87 19| 68| 126] 6.2) 32| 0,6] 0,1 16|
DiA 8 398 2 31] 7500000  15600[  105[  450000] 41,5 14,2 34,1] 21] 0,85 19| 71 130) 6,3 3,1] 05| 0,1 15
DiA 0 400 2 42| 11800000]  24000]  156]  740000] 35,6) 13,2] 37,1 21 1,24 20| 68| 225| 64 32| 04| 0,1 16
DiA3 400 2 40| 10100000] 16800  14,4]  672000] 396 14,26 36 2| 0,93 18] 111] 219 6,3 33] 05| 0,1] 16
DiA8 400 2 40| 102000000  17000]  14,4]  720000] 39) 14,1] 36,4 21] 0,95 18 115| 219| 6,4 33| 05| 0,1] 16
DIA O 409 3 41 11800000 16800 14,8 780000 34,5 12,5 36,4] 18| 1,08 13] 57| 277| 6,5 3,3 0,5 0,1 27|
DIA3

DiA 8 409 3 41] 11600000]  17000]  145]  750000] 34,6 13,1 36,2] 19) 0,78 15| 68| 275| 64 3,1 05| 0,1 25|
DiA 0 411 3 35| 11500000 20000 13[ 750000] 30,8] 11,4 36,9) 15| 1 12 54 280] 6,2) 32| 04] 0,1 17
DiA3 411 3 35[ 11200000  19000[ 12,7  800000] 30,9) 11,4] 36,8] 21] 0,78 20| 68| 300 6,2) 34 0| 0,1 17,
DiA 8 411 3 35[ 11200000  19000[  12,8[  790000] 30,8] 11,4 36,9) 18| 0,78 17] 55| 205| 6,3 32| 0,6] 0,1 17,
DiA O 408 3 40 11800000  14500[  152[  780000| 34| 12,9) 37,9) 18] 144 15 58] 212| 6,5) 32| 0,6] 0,1] 15
DIA 3 408 3 40| 12000000 14100 15,1 800000 33,8 12,7] 37,4

DIA 8 408 3 39| 12000000 14200 15,11 800000 33,9 12,8] 37,5) 19| 0,91 21 78| 234| 6,7 3,5) 0,5] 0,1] 16|
DiA 0 412 4 40| 11500000 15700 145[  690000| 35| 12,6) 36,2] 21 1,02 1) 61] 25| 6,6| 3,4 0,5] 0,1 24|
DiA3 412 4 38] 10800000]  13800[  136[ 821000 35,2] 12,6) 359) 23| 0,79 11] 92| 274 64 3,6 07| 0,1 2
DiA 8 412 4 40| 11000000]  13900]  13,9]  800000] 35,1 12,5) 36,1] 21] 0,81] 11] 9] 250) 64 34 07 0,1 2
DiA 0 399 4 39] 11000000 8100 14,1  813000) 35| 12,8] 36,6) 15| 1,1 21 76| 282| 6,3 32| 0,6] 0,1 18|
DiA3 399 4 36| 10200000 8000  12,6]  540000) 34,9) 12,4 35,4 17| 0,77 2| 83| 203 6,5 3,4 0,6] 0,1] 17,
DiA 8 399 4 38| 10500000 8000]  131] 600000 35| 12,5) 35,9) 17] 0,78 22| 90| 300) 63| 3,4 0,6] 0,1] 16
DIA O 39 4 39] 11000000 15900 14,5 700000 35,1 13,2 37,5) 17| 0,98) 18| 65| 159) 6,8 3,3] 0,4] 0,1] 16|
DiA3 3% 4 38| 10600000  15600]  13,6]  641000] 35,4 12,8] 36,6) 21 0,78 20| 68| 18] 68| 3,4 0,7] 01 20|
DiA 8 3% 4 30| 10600000]  15500] 14,1  650000] 35,3] 13 36| 20| 0,78] 19 65| 210) 68| 33| 0,6} 0,1 17

Tabla 4.2. Resultados del hemograma y hepatograma realizado a los 12 bovinos los dias 0, 3y 8

de la prueba de seguridad de IFN-Ar.

VALORES DE REFERENCIA
HTO (%) 24246
GR (/mm3) 410X 106
GB (/mm3) 4000 a 12000
Hb (%) 8a15
Plag (/mm3) 100000 a 800000
VCM (fl) 40a 60
HCM (%) 11a17
CHCM (g/dl) 30a36
Urea (mg/dl) 7,8a25
Creat (mg/dl) 0,6a1,8
GPT (UI/I) 6,9a38
GOT (UI/l) 78-132
FAS (UI/1) hasta 490
Prot tot (g%) 6,2a8,2
Alb (g%) 2,8a3,9
BT (mg/dl) hasta 0,8
BD (mg/dl) hasta 0,2
GTy (UI/l) 4,9a26

El Manual MERCK de Veterinaria. Quinta
Ed. 2000

Valores de referencia de quimica
sanguinea de bovinos. INTA Balcarce. Lic.
Bioguimica Susana B. Cseh. 2013

Se utilizaron 6 bovinos hembra de la raza Holstein de 3 semanas de edad y un peso vivo
promedio de 54,5 Kg al inicio de la experiencia, provenientes de un establecimiento lechero
del departamento de Salta capital.

107



RESULTADOS - CAPITULO 4

La primera maniobra realizada fue la extraccion de muestras de sangre periférica a partir
de la vena yugular de 22 animales del establecimiento para determinar la presencia de
antigeno p80 y de Anticuerpos contra p80 en suero. Se seleccionaron 6 animales negativos
para ambas determinaciones (Tabla 4.3).

Muestra |AC anti P80| Ag P80
1 P N
2 N N <=
3 P N
4 P N
5 P N
6 P N
7 P N
3 N N - Tabla 4.3. Resultados de
9 N N determinaciones de anticuerpos
10 P N contra P80 (AC contra P80) y
11 P N .
1 N N antigeno P80 (Ag P80). P:
13 N N positivo; N: negativo. Se resaltan
14 N N los animales negativos y se
5 N N | indican con flechas aquellos
16 N N <= . . .
17 N N incluidos en el estudio.
18 N N L)
19 N N
20 N N L
21 N N
22 N N

Los 6 animales seleccionados fueron asignados aleatoriamente a dos grupos
experimentales, 4 terneros conformaron el grupo 1 (asignados al tratamiento) y los otros 2
terneros, el grupo control (no tratados). Los animales del grupo 1 recibieron dos dosis de
IFN-Ar los dias -2 y -1 post-infeccion, fueron infectados al dia “0” del experimento y se les
volvio a inyectar IFN-Ar los dias +1 y +2. Los animales del grupo control recibieron medio
de cultivo (el vehiculo del IFN-Ar) en los mismos tiempos que los otros fueron inoculados
con IFN-Ar. La infeccion se realizd el mismo dia para ambos grupos, y se realizé mediante
instilacion nasal utilizando un aspersor manual (5 ml de medio de cultivo con una
concentracion final de 1x10° DITC50/ml de VDVB cepa 98-124). Las inoculaciones del virus
se realizaron por la via nasal. Los animales se mantuvieron en estaca, con alimentacién
suplementada y alejados 5 metros uno de otro para evitar el contagio.

Los terneros incluidos en el grupo no tratado desarrollaron la enfermedad con sintomas
respiratorios, tal y como se ha descripto. Cursaron con fiebre leve, iniciando el cuadro clinico
a los 2 dpi con tos y secrecion nasal serosa, que paso a ser amarillenta a los 4 dpi. En este
tiempo se auscultaron “rales” pulmonares humedos en un animal, tos sin “rales” en el otro,
anorexia y fiebre en ambos. A los 7 dpi comenz6 a disminuir la secreciéon nasal, continuando
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la tos y la anorexia. A la semana siguiente, los signos respiratorios habian desaparecido,
manteniéndose la anorexia en uno de los terneros.

Los terneros tratados con el IFN-Ar producido en el transcurso de esta tesis no presentaron
signos clinicos evidentes durante todo el ensayo, solamente un animal presenté una
febricula el dia 7 post-infeccion.

En base a la tabla de puntuacién asignada a signos clinicos presentada en la seccién de
materiales y métodos (Tabla M2) se calculé un “score clinico” para los animales tratados y
no tratados. Los animales que no recibieron el compuesto llegaron a un score clinico
maximo de “6” a los 4 dpi, iniciando la signologia a los 2 dpi y manteniéndose hasta los 14
dpi. Los animales tratados con IFN-Ar no presentaron sintomas clinicos por lo que su “score”
fue “0” durante las tres semanas que se mantuvo el seguimiento veterinario (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Signologia clinica causada por lainfeccién con el VDVB 98-124. Curva de score clinico
de los animales infectados que recibieron o no tratamiento con IFN-Ar, segun se indica.

A fin de establecer la capacidad del IFN-Ar de proteger a los animales de la infeccion por el
VDVB, evaluamos la presencia de virus en sangre utilizando un kit comercial para detectar
la proteina no estructural NS3, altamente conservada. En un primer intento la medicion se
realizé usando el ELISA en células, pero dada la calidad de las muestras tomadas a campo,
en algunos casos se contaminaron los cultivos.

Las muestras de suero fueron evaluadas diluidas al medio en el buffer del kit. Se graficaron
los valores de DO promedio para cada grupo (Figura 4.4 A) y las curvas individuales (Figura
4.4 B). Los dos animales del grupo control mostraron viremia a los 2 y 7 dpi, que luego se
resuelve encontrandose valores negativos a los 14 dpi. Tres de los cuatro animales tratados
con IFN-Ar no desarrollaron viremia. En estos animales los valores fueron negativos para
todos los tiempos medidos. Uno de los animales tratados con IFN-Ar desarroll6 una viremia
con valores mas bajos a los del grupo no tratado. Esto se visualiza claramente al estimar el
area bajo la curva. La Figura 4.4 C muestra los valores promedio del area bajo la curva para
ambos grupos, revelando claramente que la viremia es menor en el grupo que recibio el
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tratamiento con IFN-Ar. Las é&reas individuales (Figura 4.4 D) evidencian el efecto del
tratamiento por animal, y compara la viremia extendida (-1 a 14 dpi), mostrando que
solamente el animal nro. 2 de los tratados desarroll6 viremia, aunque menor a los
infectados-no tratados. La viremia se correlacioné con los signos clinicos Unicamente en
los animales que no fueron tratados con IFN-Ar.
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Figura 4.4. Cinética de la viremia en terneros tratados con IFN-Ar. La viremia se determiné utilizando
un ELISA comercial para la deteccion de NS3 en muestras tomadas entre los dias -1 (pre-infeccion)
y 14 post-infeccidn. La linea de puntos horizontal indica el valor de DO correspondiente al punto de
corte de la técnica. (A) Promedio de valores de DO * DS para los animales infectados, tratados o no
(control) con IFN-Ar. (B) Curvas de DO de viremia para cada animal. (C) Area bajo la curva. Valores
promedio de DO + DS. (D) Valores individuales de area bajo la curva.

La determinacion de excrecion viral se realizé a partir de los hisopados nasales tomados
antes y después de la infeccion. Las determinaciones de virus infeccioso se hicieron
mediante ELISA en células a partir de una dilucion al medio de las muestras.

Los animales infectados que no recibieron tratamiento presentaron excrecion viral nasal a
los 4 dpi (Figura 4.5 A). Uno de los dos animales mantuvo la excrecion hasta el dia 7 post-
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infeccion. Considerando los valores promedio, los animales tratados con IFN-Ar no
presentaron excrecién viral y el area bajo la curva de la cinética de la medicion de virus
infeccioso en secreciones nasales fue superior en animales tratados respecto de los no
tratados (Figura 4.5 B).
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Figura 4.5. Excrecidn viral en bovinos infectados. (A) Cinética de la excrecidn viral en los bovinos
infectados, tratados o no (control) con IFN-Ar, medidos por ELISA en células. La linea de puntos
horizontal indica el valor de DO correspondiente al punto de corte de la técnica. (B) Area bajo la curva
(valores promedio + DS).
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Figura 4.6. Excrecidon viral en secreciones nasales a los 4 dias post-infeccion. (A) Valores
promedio de excrecion viral £ DS en los bovinos infectados, tratados o no (control) con IFN-Ar,
medidos por ELISA en células. La linea de puntos horizontal indica el valor de DO correspondiente
al punto de corte de la técnica. (B) Valores de excrecién individuales.

Analizando los datos en el pico de excrecion viral, a los 4 dpi, podemos observar los valores
de DO del grupo tratado son, en promedio, negativos mientras que son positivos para el
grupo no tratado (Figura 4.6). Al analizar los valores individuales, se observa que tres de
los cuatro animales tratados no excretaron virus, mientras que uno de ellos, el mismo que
presentod viremia, muestra un valor de DO positivo, aunque cercanos al punto de corte de
la técnica.
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Los terneros infectados con 98-124 suelen desarrollar anticuerpos contra la proteina no-
estructural NS3 hacia los 21 dpv. La presencia de anticuerpos en este tiempo indica que
hubo infeccion viral. Por otro lado, una modificacion en la cinética de induccion de estos
anticuerpos podria deberse a un efecto inmunomodulador del tratamiento aplicado. La
presencia de anticuerpos anti-NS3 fue evaluada mediante un kit comercial y se clasificaron
los sueros en positivos, dudosos 0 negativos segun los puntos de corte establecidos por el
fabricante.

Ninguno de los animales infectados desarroll6 anticuerpos anti NS3 a los 14 dpi (Tabla 4.4).
Sin embargo, a los 20 dpv, se detectaron anticuerpos especificos en uno de los animales
tratados y en uno de los no tratados, mientras que el otro animal control arrojé resultado
“dudoso”, estando al limite del positivo.

Animal Tratamiento 14dpi 21 dpi

2209 Sl 83,4 60,2
2210 SI 61,2 31,3
2216 Sl 74,4 60,0
2218 Sl 73,6 51,6
2223 NO 79,9 31,5
2232 NO 74,6 47,2

TABLA 4.4. Anticuerpos anti-VDVB en los terneros infectados. La presencia de anticuerpos
séricos anti-P80 fue determinada utilizando un kit comercial a los 14 y 20 dpi. Los resultados
en este ELISA de bloqueo se expresan en porcentajes Se consideran positivos los valores
menores o iguales a 40 (indicados en rojo) y negativos los mayores o iguales a 60 (en negro).
Los valores intermedios entre estas referencias se informan como “dudosos” (marcados en
azul).

La infeccion con la cepa del VDVB 98-124 produce un aumento en los niveles sistémicos
de los ratones infectados a los 2 dpi. Resultados no publicados de nuestro grupo de trabajo,
revelan que terneros privados de calostro infectados con esta cepa aumentan la expresion
de TNF-a entre los 2 y 4 dias post-infeccion, medidos por RT-gPCR a partir de mensajeros
extraidos de células mononucleares de sangre periférica. Por otro lado, existen reportes
que destacan la capacidad del IFN-A de inducir un perfil anti-inflamatorio, que no pudo ser
corroborado en el modelo murino. Basados en estos resultados medimos la concentracion
de TNF-a e IL-10 por ELISA en el suero de los terneros infectados, tratados y no tratados
con IFN-Ar, alos 2y 4 dpi.

Los terneros infectados del grupo control presentan un pico de TNF-a sistémico a los 2 dpi
gue desciende a los 4 dpi (Figura 4.7 A). Estos animales no poseen niveles séricos
detectables de IL-10 (Figura 4.7 B). Los animales tratados con IFN-Ar no presentan este
aumento de TNF-a a los 2 dpi, y los valores no varian a los 4 dias. Sin embargo, el
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tratamiento con INF-Ar induciria un incremento en la concentracion sistémica de IL-10. Este
efecto se verifica en todos los animales tratados con excepcién del ternero nro. 2210 que
es el mismo en el que se detecto viremia (no se muestra).
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Figura 4.7. Niveles séricos de citoquinas en los terneros infectados. En las muestras de suero
obtenidas a los 2 y 4 dias posteriores a la infeccién, se cuantificaron las citoquinas TNF-a (A) e IL-10 (B)
utilizando un ELISA comercial. Se muestran las concentraciones promedio + DS medidas para cada

citoquina.

RESUMEN

El IFN puede administrarse en bovinos solo si antes se comprueba la ausencia de toxicidad
o efectos adversos tanto locales como sistémicos. En una primera etapa se evaluo el efecto
de los IFNr sobre las CMSP bovinas, ex vivo. Comprobamos que el IFN-Ar no produce
apoptosis en este tipo celular a ninguna de las concentraciones evaluadas, en cambio el
IFN-a induce apoptosis de un 15-20% de las CMSP en la concentracion mas alta ensayada.
Este fue un primer paso para suponer que el IFN-Ar no generaria efectos indeseados sobre
los valores hematoldgicos de los animales que recibieran tratamiento. Otro ensayo sobre
este mismo tipo celular en donde se pretratd con los IFNr y luego se infecté con VDVB no
mostré reduccion de la infectividad por parte de IFN-Ar, resultado que se condice con la
propuesta de que las células sanguineas de bovinos no tendrian receptores y/o receptores
disfuncionales para este IFNr.

Los resultados ex vivo permitieron continuar con la siguiente fase en la que se evalué la
seguridad posologica del IFN-Ar producido en el laboratorio. Se determiné que la mayor
concentracion evaluada (6 U/Kg) es segura in vivo ya que no se detectaron alteraciones en
los pardmetros hematolégicos controlados. Teniendo ya la dosis de IFN-Ar establecida, el
paso siguiente fue la evaluacion de la actividad antiviral del IFN-Ar contra el VDVB en
bovinos. Como se describe mas arriba se realizé una prueba de concepto en la que 4
terneras de la raza Holstein de 3 semanas de edad fueron infectadas con la cepa del VDVB
98-124 de baja virulencia luego de haber sido tratadas con 2 dosis de IFN-Ar 2 dias antes
de la infeccién y luego recibieron otras dos aplicaciones de IFN-Ar durante los dos dias
posteriores a la misma. Otros dos animales fueron solo infectados y en lugar de
administrarles IFN-Ar se les in6culo medio de dilucion en el mismo volumen y sitio de
inyeccion que el grupo tratado. Se tomaron muestras de sangre los dias: -2, 2, 4, 7, 10, 14
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y 21 pi y muestras de hisopados nasales los dias: -2, 2, 4, 7 y 14. A partir del suero se
determind viremia y las concentraciones de IL-10 y TNF-a. Se cuantifico la excrecién viral
a partir de los hisopados nasales. Los terneros fueron también monitoreados para
establecer el score clinico a lo largo todo el ensayo y poder comparar los resultados
obtenidos entre los diferentes grupos.

Los animales que no recibieron el IFN-Ar marcaron un score clinico maximo de “6” a los 4
dpi, iniciando la signologia clinica a los 2 dpi. En uno de los animales los signos se
mantuvieron hasta los 14 dpi. Los terneros tratados con IFN-Ar no presentaron sintomas
clinicos por lo que su “score” clinico fue “0”. La viremia fue menor en el grupo que recibid el
tratamiento con IFN-Ar. Unicamente uno de los terneros tratados desarrollé viremia, aunque
con un valor menor a los infectados-no tratados. En cuanto a la excrecion viral, los animales
infectados que no recibieron tratamiento presentaron virus en las secreciones nasales a los
4 dpi. Uno de los dos animales mantuvo la excrecién hasta el dia 7 post-infeccion.
Considerando los valores promedio, los animales tratados con IFN-Ar no presentaron
excrecion viral. Al analizar los valores individuales, se observa que tres de los cuatro
animales tratados no excretaron virus, mientras que uno de ellos, el mismo que presenté
viremia, muestra un valor de DO positiva, aunque cercano al punto de corte de la técnica.
Los terneros infectados del grupo control presentan un pico de TNF-a sistémico a los 2 dpi
que desciende a los 4 dpi. Estos animales no poseen niveles séricos detectables de IL-10.
Por otro lado, los animales tratados con IFN-Ar no presentan este aumento de TNF-a. Sin
embargo, el tratamiento con IFN-Ar induciria un incremento en la concentracion sistémica
de IL-10. Este efecto se verificd en todos los animales tratados con excepcion del ternero
nro. 2210 que es el mismo en el que se detecto viremia.
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Los interferones son citoquinas producidas y liberadas por las células en respuesta a la
infeccion por patdgenos, como virus, bacterias y parasitos. Los IFN son especialmente
importantes para combatir las infecciones virales [64]. En el caso de los virus con genoma
de ARN, como el VDVB, la produccion de IFN de tipo | y tipo Il se inicia en respuesta a la
deteccién de la infeccion mediante varios receptores tipo toll [151], [152], incluidos TLR2,
TLR3, TLR4, TLR7 y TLR8 [153]. Otros receptores de reconocimiento de patrones incluyen
los receptores tipo | (RIG-1) inducibles por el acido retinoico (RLR) y el gen 5 asociado a la
diferenciacion del melanoma (MDA5), que se encuentran en el citoplasma y reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) [154]. Mas recientemente, los
receptores similares a los dominios de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NOD), (NLR)
también se han implicado en la induccién de IFN de tipo | después de la infeccién por virus
ARN [155], [156]. La induccion de IFN se controla a nivel transcripcional mediante la unién
de los factores reguladores de IFN (IRF), ademas de otros factores de transcripcién a
promotores especificos. Se ha demostrado que IRF3 e IRF7 desempefian funciones
cruciales en las vias de produccién de IFN tipo | mediadas por RIG-I ,MDA5 y TLR [9], [154],
[157]. La induccion de IFN de tipo Il en respuesta al virus y la estimulaciéon de TLRs, RIG y
MDA se realiza de manera similar a la induccion de IFN de tipo I, aunque su efecto se ejerce
principalmente sobre células epiteliales, debido a la localizacion de sus receptores.
El'VDVB es un virus de alto impacto econdémico que infecta al ganado. Pertenece a la familia
flaviviridae del género pestivirus, y se transmite por ingestion, inhalacién y contacto,
pudiendo ocurrir tanto la transmision vertical como la horizontal [119]. El resultado de la
transmision horizontal durante la infeccién por el VDVB en las vacas prefiadas depende no
solo del biotipo y la virulencia del virus infeccioso, sino también de la etapa gestacional en
el momento de la infeccién. La infeccion fetal puede provocar la muerte y el aborto, la
inmunotolerancia y la generacion de terneros con infeccion persistente o defectos
congénitos del desarrollo.

La produccion de IFNs in vivo después de la infecciébn por VDVB NCP de animales
inmunolégicamente virgenes para este virus es diferente de la descripta in vitro. La
produccion de IFN tipo | esta inhibida en la mayoria de las células hematopoyéticas y no
hematopoyéticas infectadas con el VDVB NCP [30], [158]. Las publicaciones mas recientes
que examinan este mecanismo utilizando no sélo VDVB sino también CSFV demuestran
gue estos virus codifican bloqueos activos para la induccién de IFN de tipo I. Algunos de
estos mecanismos estan dirigidos por dos proteinas: la proteasa N-terminal (Npro) que
dirige tanto a IRF3 como a IRF7 para la degradacion del proteasoma [159] y Erns, que es
una glicoproteina con actividad ARNasa que inhibe la via de sefializacion inductiva del ARN
de doble cadena intermediario de replicacién viral [160]. Sin embargo, durante la fase aguda
de la infeccién con VDVB o CSFV, se puede detectar IFN de tipo | biolégicamente activo en
el suero de los animales. Para el CSFV, las células responsables de producir grandes
cantidades de IFN se identificaron como células dendriticas plasmocitoides “pDC” [161],
[162]. Otros estudios detectaron un IFN acido-labil y la induccién de la produccion de IFN
de tipo Il (IL-28B) a partir de pDC recolectados de tejidos en respuesta al VDVB ex vivo
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[71], [129]. Estas evidencias apoyan el uso de los IFN para el control de las infecciones por
este virus in vivo.

La vacuna actual contra el VDVB no confiere proteccion hasta al menos 2 a 3 semanas
después de la vacunacion, y sobre todo las vacunas inactivadas, requieren al menos dos
dosis para ser efectivas [163]. Por tanto, incluso los animales vacunados son susceptibles
al VDVB durante largos periodos. En los ultimos afios, la OIE ha reconocido que para tener
éxito, los programas de control de diversas infecciones virales deberian incluir el uso de
antivirales y / o moléculas inmunomoduladoras que, ademéas de las nuevas vacunas
marcadoras que se desarrollen (permitiendo diferenciar animales vacunados de
infectados), controlarian rapidamente la enfermedad antes del inicio de la respuesta inmune
adaptativa inducida por la vacuna [164]. En todos los vertebrados, la expresion de los IFN
constituye el primer paso en la respuesta inmune contra la infeccién viral y, de hecho, la
administracién de IFN como agentes bioterapéuticos ha sido eficaz para controlar varias
infecciones virales [165]-[167]. En el caso del virus de la fiebre aftosa, la aplicacién de IFN-
A bovino demostré que retrasa la enfermedad y reduce los signos clinicos.

En este escenario, y con el objetivo de desarrollar un producto bioterapéutico recombinante
de aplicacion en bovinos, desarrollamos IFNr bovinos que expresamos en células de
mamifero, y evaluamos su eficacia tanto in vitro como in vivo.

PRODUCCION DE LOS IFN RECOMBINANTES BOVINOS

Los miembros de la familia de los IFN-III, también conocidos como IFN-A, han sido
identificados de manera reciente en varias especies incluyendo al hombre, ratén, cerdo y el
bovino, especie de nuestro particular interés [111]. Basandonos en trabajos previos en los
gue identificaron y secuenciaron los IFN-a y A bovinos, disefiamos la estrategia de clonado
teniendo en cuenta la posterior expresién de estas proteinas en células de mamifero, ya
gue se trata de una proteina glicosilada [111], [115].

En este trabajo se han clonado las secuencias codificantes para los interferones tipo | (IFN-
a) y tipo Il (IFN-A) bovinos en los vectores de expresiéon eucariota: pCDNA4/HisMaxA y
pCDNAZ3 (Invitrogen®), respectivamente. Como se describe en la seccién de “Resultados”
en un primer momento el clonado de ambos tipos de IFNs se realizé en el vector que
contiene la “etiqueta” de histidinas (His-tag) para unificar los procedimientos y trabajar con
un Unico vector. El IFN-A expresado desde pCDNA4/HisMaxA no tenia efecto antiviral y
segun la bibliografia [10] esto se habia observado anteriormente en algunos casos en los
que la “His-tag” se encontraba rio arriba del ORF. Para evitar la pérdida de actividad, sub-
clonamos el ORF para el IFN-A en el vector pcDNA3. El IFN-A expresado desde este vector
mostro la actividad biol6gica esperada.

Para expresar los IFNr mediante transfecciones transitorias se evaluaron diferentes
reactivos, tiempos de incubacion y concentraciones de ADN hasta establecer el protocolo
mas adecuado para la produccion de ambos IFNr en sobrenadantes de cultivo celular. El
protocolo de transfeccién con polyfect (Qiagen®) fue el que arrojo6 mejores resultados en
cuanto a la expresion de IFNr solubles. El protocolo del fabricante sugiere la cosecha de
sobrenadantes de transfeccion a las 48 hs. De todos modos, evaluamos también el
rendimiento del proceso modificando el tiempo de recoleccion de sobrenadantes a las 24
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hs post-transfeccion, a fin de de agilizar los tiempos del procedimiento. Se comprobd por
medio de la cuantificacién del IFNr producido con CAT ELISA que la cosecha a las 48 hs
genera un mayor rendimiento de IFNr. Los IFN son acumulados en vesiculas intracelulares
antes de la secrecion, y estas se generan de forma “simultanea” y son secretadas de
manera explosiva por la célula [168], [169]. La secrecion de los IFNs tiene lugar de esta
manera ya que son citoquinas del sistema inmune innato y por lo tanto se sintetizan en
conjunto frente al estimulo que presenta sobre todo una invasion viral [170].

La produccion de los IFNr en este sistema es simple y permite obtener un producto
concentrado directamente en el sobrenadante de las células transfretadas. Por lo tanto, la
simple recoleccién del sobrenadante completa el proceso de obtencion del IFN para poder
ser aplicado ya sea sobre las células o inoculado por via subcutdnea en animales. Una vez
puesto a punto el protocolo de expresion de los IFNr y habiéndose detectado los
polipéptidos del tamafio esperado en Western Blot, se determind el rendimiento de
produccién. La cuantificacion se realiz6 mediante la titulacion en el modelo VSV-MDBK
[136] y también mediante MDBK-T2 (sistema reportero-CAT) expresandose en U/ml. La
actividad sobre MDBK-T2 permite evaluar la actividad de los IFNr sobre el promotor MX, lo
gue constituye una medida directa de su actividad biol6gica [121], [122]. La cuantificacion
por ambos métodos arrojo valores similares. El rendimiento obtenido, alrededor de 40 U/ml,
no es 6ptimo comparado con cultivos en alta densidad expresando por ejemplo, IFN-y en
células de mamiferos, que estan en el orden de 10° U/ml [171], pero para la escala de este
trabajo fue suficiente. De todos modos, en nuestro laboratorio se esta seleccionando la linea
celular que exprese establemente el IFN-Ar. Al generar la linea celular transfectada de modo
estable se seleccionara aquel clon que tenga mayor rendimiento de IFN-Ar soluble.

La expresion de IFNr utilizando el vector de expresion eucariota y transfecciones de células
HEK293T no fue el Unico sistema de produccion que evaluamos. Se logrd expresar IFN-A
utilizando baculovirus recombinante-células de insecto. El sistema se ajusté y el IFN
expresado resultd tener actividad bioldgica. Se obtuvo un rendimiento similar al medido para
las células HEK293T, cuantificado por CAT ELISA (38 U/ml), Estos resultados alentadores
constituyen un antecedente favorable para poder plantear la produccion de los IFNr también
con este sistema, que puede ser positivo a la hora de transferir este desarrollo a una
empresa. Otros autores describieron la produccién del IFN-A en bacterias, que resulté ser
biolégicamente activo a pesar de no estar glicosilado. Nosotros clonamos el ORF para IFN-
A en pET y expresamos los IFNr en BL21, pero no logramos un producto soluble con
actividad biol6gica en este sistema (no se muestra). Recientemente Barathiraja y col [172]
describieron la expresion y purificacion del IFN-Ar bovino en Pichia pastoris que resulté ser
biol6gicamente activo, a pesar de las diferencias en la glicosilacion en este sistema
respecto a las células de mamiferos. En este trabajo no se informan los rendimientos de
produccion. Estos resultados indican en conjunto, que el IFN-A es versatil en cuanto al
soporte de produccion y que seria factible el escalado.

Se evalug la actividad biolégica de los IFNr producidos en células HEK293T en el modelo
de infeccion VFA O1-Campos en células de RFB. Este cultivo primario fue seleccionado
luego de haber intentado trabajar con la linea celular BHK21, para la cual los IFN bovinos
fueron téxicos. Suponemos que esto puede deberse a que esta linea tiene su origen en la
especie Hamster. No se hace referencia a esta desventaja en otros trabajos publicados.
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Algunos autores informan la expresién por transfeccion transitoria de IFN-A1 y 2 humano
en células BHK21 [173], [174]. Sin embargo, no demostraron si los IFN producidos eran
toxicos sobre estas células.

Habitualmente se valora la actividad de los IFN mediante el tratamiento de las células antes
de la infeccién [111], de todos modos y para asegurarnos que las mediciones realizadas
revelaban el maximo de la actividad de nuestros IFNr, realizamos un ensayo de adicion de
IFN en las distintas etapas de la infeccién viral utilizando la cepa CP VDVB-Singer.
Comprobamos que el mejor momento de adicion de IFNr durante el ciclo de infeccién viral
es realizar un tratamiento antes de la infeccion. Esto se deberia a que el IFN genera un
estado antiviral en el microambiente celular que evita el establecimiento de una infeccion o
bien promueve una reduccion de la misma [175]. A partir de este ensayo se pudo observar
que los IFNr no tienen actividad virucida. La actividad virucida es la capacidad de un
compuesto de inactivar directamente las particulas virales. De hecho, cuando el IFN se
agrega en simultaneo con el virus, se observa infeccion. Pudimos verificar ademas que el
IFN tiene actividad antiviral cuando se adiciona al cultivo después de iniciada la infeccion.
Esto también coincide con la actividad inmunomoduladora y antiviral que presentan tanto
los IFN de tipo | como los de tipo Il [93], [111], [147]. Los IFN-I y Ill median diferentes
mecanismos que contribuyen a la eliminacién viral.

En el estudio de compuestos antivirales se utiliza la determinacion del “indice de
Selectividad” (IS) a partir de un ensayo de citotoxicidad en el que se determina la
concentracion citotoxica 50% (CC50). A partir de los ensayos de actividad antiviral se
calcula la concentracion efectiva media (CE50) a partir del porcentaje de supervivencia
contra las diferentes concentraciones del antiviral. El IS se calcula como el cociente entre
los valores de CC50 y CE50 obtenidos en los ensayos anteriores. Uno de los criterios mas
usados para considerar la efectividad de un antiviral, es la obtencion de un valor de indice
de selectividad, por encima de 10. Cuanto mayor es el IS mayor es la actividad antiviral.
Los valores de CC50 para los IFNr son muy bajos, de hecho, las preparaciones “puras”
(sobrenadantes de transfeccién) no llegan a tener un 50% de toxicidad. Esto supone un
excelente IS.

Hemos demostrado que la expresion de los ORF para IFN-A y a bovinos en un sistema
eucariota da lugar a productos solubles, secretados al ambiente extracelular, que tienen
actividad biolégica. La actividad biol6gica de los IFNr fue comprobada en ensayos de
reduccion de la infectividad de virus con sensibilidad conocida a estos IFN y en un sistema
reportero que mide la capacidad de estas citoquinas de interactuar con el promotor Mx. Los
ensayos realizados demostraron ademas actividad contra una cepa del VDVB. Sin
embargo, y dado el gran nimero de variantes que presenta este virus era necesario evaluar
la actividad de los IFNr producidos sobre cepas de diferente genotipo y biotipo.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS IFN
RECOMBINANTES SOBRE EL VDVB Y DESARROLLO DEL ELISA
EN CELULAS

Previo a la evaluacion de la actividad antiviral de cualquier compuesto se debe determinar
si éstos afectan la viabilidad de las células a utilizar. El efecto de los IFNr producidos en
nuestro laboratorio sobre la viabilidad de las células MDBK fue determinado en el capitulo
1 de esta tesis, ya sea midiendo la DO del cristal violeta utilizado para tefiir células vivas o
mediante la evaluacion de actividad metabdlica, estableciendo la capacidad reductora del
XTT. Nuestros IFNr resultaron totalmente inocuos sobre las células MDBK, no se llegé a
alcanzar siquiera una concentracion citotoxica del 50%, incluso al medir viabilidad con la
técnica metabdlica que es muy sensible.

El paso siguiente fue determinar la capacidad antiviral de nuestros IFNr sobre distintas
cepas del VDVB, para lo que precisabamos contar con una técnica simple y de alto
rendimiento. Desarrollamos entonces el ELISA en células basado en la proteina no-
estructural NS3. El desarrollo de esta técnica constituyd en si mismo un novedoso aporte
para el analisis de la actividad antiviral midiendo la presencia de una proteina no estructural
directamente sobre el cultivo celular sin necesidad de cosechar las células, aplicable a
cualquier cepa viral que pueda crecer en cultivo mas alla de que se vea afectada o no la
viabilidad celular. Este ELISA en células produce un valor de DO que puede ser normalizado
al numero total de células en el pocillo, permitiendo comparaciones entre los distintos
tratamientos en placas diferentes. Es una plataforma de alta eficiencia para evaluar la
infectividad viral, simple de implementar y confiable, ya que los resultados obtenidos
correlacionan con otros métodos utilizados actualmente para medir infeccion viral [132].
Los resultados obtenidos con el ELISA en células luego del tratamiento de las células MDBK
con los IFNs fueron en un principio comparados con las lecturas provenientes de los
ensayos colorimétricos, titulacion viral y RT-qPCR, utilizando cepas de referencia tanto CP
como NCP. Los valores del ELISA en células correlacionaron con aquellos determinados
por los otros métodos en uso, con una correlacion positiva para la titulacion y nimero de
copias del genoma viral y una correlaciébn negativa para el ensayo colorimétrico de
viabilidad (virus CP), como era esperado. El coeficiente de correlacion mas bajo observado
fue entre los resultados del ELISA en células y el de la titulacidn viral usando Reed-Muench,
probablemente debido a la variabilidad intrinseca de este ensayo [176]. Estos resultados
confirman que la CI50 computada por el ELISA en células es semejante a la estimada por
los otros métodos tradicionalmente utilizados.

El ELISA en células fue eficiente en la estimacién de la CI50 de dos compuestos con
diferente actividad antiviral, TSC [117] y PTC12 [116], produciendo valores similares a los
ya reportados anteriormente para ambos compuestos utilizando métodos colorimétricos.
Estos resultados indicaron que el uso del ELISA en células no esta restringido a los IFN.
Sin embargo, dado que el ELISA en células se basa en la deteccion de NS3, determina la
infectividad como replicacioén viral, por lo que es importante tener en cuenta que puede no
ser apropiado para evaluar compuestos antivirales que comprometan pasos posteriores a
la replicacién viral, como por ejemplo el ensamblado viral y/o la brotacion.
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Las seis cepas del VDVB evaluadas (de diferente genotipo y biotipo) fueron susceptibles a
ambos IFNs, sin ningln tipo de asociacion evidente entre la susceptibilidad y el genotipo o
biotipo viral. Es interesante destacar, sin embargo, que dos cepas NCP tipo 2 que difieren
en su virulencia, 98-124 y NY93 [24], también difieren en la susceptibilidad al IFN-a,
mientras que sus valores de CI50 para el IFN-A fueron similares. Es interesante notar que
la cepa de alta virulencia es menos sensible que la cepa de baja virulencia al IFN-a, esto
podria estar relacionado a algin mecanismo de evasién eficiente probablemente mediado
por Npro y/o ERNS [177], sin embargo hacen falta mas experimentos para comprobar esta
hipétesis. La cepa VS253 (CP, tipo 2) fue la mas sensible al tratamiento con ambos IFNs.
Esta cepa fue incluso mas sensible que la cepa NADL (CP, tipo 1) al PTC12, otro compuesto
antiviral [116]. La cepa VS253 es antigénicamente diferente a por lo menos 12 cepas entre
las cuales hay de referencia y aislados locales y de otros paises [126]. Esta diferencia
antigénica podria ser relevante para esta particular sensibilidad a los antivirales.

El IFN-A se comporta a menudo como un antiviral mas potente in vivo que in vitro [147].
Este efecto fue también descripto cuando se utilizé IFN-A3 en la prevencion de VFA en
bovinos [65]. Nuestros resultados indican que, contra el VDVB, el efecto del IFN-A es
comparable al del IFN-a, apoyando el uso de IFN-Ar bovino, en lugar del IFN-q, para la
prevencion y/o tratamiento de la infecciéon con VDVB.

El ELISA en células utiliza un anticuerpo contra una proteina no estructural del virus que se
encuentra altamente conservada, permitiendo una deteccidn directa de la replicacion viral
y pudiendo ser normalizado al nimero de células en el pocillo. Esta plataforma podria ser
utilizada con cualquier cepa viral que pueda crecer en cultivos celulares, mas alla de su
efecto en la viabilidad celular y pudiéndose extender a otras aplicaciones que requieran una
adecuada determinacién de la infectividad viral. Como mide la infectividad viral, este ensayo
puede también ser utilizado para la estimacién del nimero de particulas infectivas en una
muestra. El ELISA en células fue mas sensible para cepas NCP que para CP ya que la
infeccién con las CP es necesario detenerla antes de que se desarrolle el efecto citopatico.
La alta sensibilidad para la deteccion de virus NCP lo hace un método valido para el control
biol6gico de productos como el suero fetal bovino, lineas celulares, etc., ya que el VDVB es
considerado un agente adventicio.

Nuestros datos aportan al conocimiento de la actividad de los IFN-a y A frente a diferentes
cepas del VDVB in vitro, tanto sobre cepas de referencia como aislamientos locales. No
existe en la bibliografia informacién sobre el uso del IFN-A como antiviral contra el VDVB
. Entonces, para establecer una prueba de principios, evaluamos la actividad del IFN-A y
contra el VDVB en un modelo murino.

EVALUACION DE LOS IFN RECOMBINANTES CONTRA EL VDVB
EN UN MODELO MURINO

En este trabajo demostramos que dos cepas NCP del genotipo 2, una de alta virulencia
(NY-93) y un aislamiento local de baja virulencia (98-124) son capaces de infectar ratones
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BALB/c y de producir una viremia sostenida sin el desarrollo de signos clinicos y sin
evidencias contundentes de afectacion organica.

Seong y colaboradores, quienes por primera vez en 2015 [145] presentaron el modelo que
hemos puesto a punto en nuestro laboratorio, no realizaron una curva de viremia como la
presentada en este estudio. Ellos detectaron genoma viral en sangre de forma esporadica
y no en todos los animales, incluso con resultados variables segln la cepa infectante. La
infeccion intranasal resulté en una viremia ocasional en algunos animales mientras que la
aplicacion IP fue mas consistente. Nuestro estudio muestra que todos los animales que
recibieron virus por via IP, independientemente de la cepa utilizada, desarrollaron viremia
y que la cinética no varié entre animales. Nuestro modelo es consistente en cuanto a las
curvas de viremia que permiten un analisis adecuado de los tratamientos ulteriores,
considerando este parametro. Tanto nuestros resultados como los del grupo coreano
evidencian la necesidad de caracterizar cada cepa particular ya que el comportamiento de
las mismas puede ser sumamente variable.

En este trabajo, nosotros encontramos que Unicamente la cepa de baja virulencia de tipo 2,
considera una cepa “tipica” en cuanto a su inmunopatogenia [21], induce una respuesta
pro-inflamatoria sistémica en los ratones infectados, pero no la de alta virulencia. Seong y
col. [145] observaron que dos cepas NCP del VDBV del genotipo 1 y 2 desarrollaron
diferencias en la respuesta inmune innata, con un efecto regulatorio negativo para la cepa
de tipo 2, comparada con la de tipo 1. También encontraron que la cepa NCP del VDVB-2
indujo la produccion de citoquinas pro-inflamatorias. Probablemente la cepa utilizada por
Seong y col. se suscriba dentro de las cepas tipicas de este genotipo. De hecho, a nivel del
genoma, esta cepa presenta un 88% de homologia con la cepa 98-124 y solamente un 77%
con NY-93.

Seong y col. [145] detectaron al virus en el bazo y nédulos linfaticos mesentéricos en cuatro
de los 6 ratones infectados, y solamente un animal infectado con una cepa NCP presentd
virus en las células epiteliales del pulmén. Nuestros esfuerzos por localizar al VDVB en los
diferentes tejidos del raton fueron infructuosos. El grupo de Seong logré detectar antigenos
del VDVB en tejidos mediante inmuno-histoquimica, una técnica mucho menos sensible
que el RT-nested PCR utilizado en este trabajo. A nuestro entender es probable que no
hayamos tomado las muestras al momento adecuado, ya que si bien nos guiamos con el
trabajo de Seong y col., existen diferencias entre las diferentes cepas.

No pudimos confirmar la presencia de lesiones histopatolégicas asociadas al VDVB en los
organos estudiados. Si bien en algunos animales se observaron cambios histopatolégicos
en bazo, los patélogos que analizaron los cortes histolégicos no fueron concluyentes en
cuanto a una asociacion directa entre dichos cambios y la infeccion. Trabajos mas antiguos
demostraron que la infeccion de animales no-artiodactilos con pestivirus produce cambios
histopatologicos. Bachofen y col. demostraron que después de la exposicion de conejos al
VDVB [178], se produjeron cambios histolégicos en odrganos linfoides, que ademas
resultaron positivos al virus por RT-PCR. Sin embargo, es muy probable que estos cambios
existan y no fueron detectados por el tiempo en que se realizé la ablacion de los érganos.
Ademas del tiempo de ablacién otro factor que pudo haber influenciado los resultados
obtenidos en este trabajo pudo ser diferencias en la virulencia y en el tropismo de las cepas
utilizadas. En nuestro caso, usamos un stock de virus que fue eficiente en reproducir la
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enfermedad en terneros [133]. Informacion obtenida en nuestro laboratorio indica que cepas
adaptadas a cultivo son menos eficientes en infectar células inmunes bovinas ex vivo, por
lo que es importante ademas tener en cuenta que preparados virales con diferente historia
de pasajes en hospedadores naturales, células inmunes en cultivo primario o bien en lineas
celulares pueden resultar en diferente inmunopatogenia en los no-artirodactilos.

El hallazgo de nuestro trabajo fue que ambas cepas evaluadas desarrollaron viremia en
todos los ratones infectados. La diferencia entre ambas cepas es el momento en el que se
produce el pico de viremia, que se inicia a los 4 dpi para NY-93 y a los 2 dpi para 98-124.
Probablemente la cepa NY-93 de alta virulencia infecta con una cinética mas acelerada. En
ambos casos, sin embargo, los valores de viremia en el pico maximo son similares. Este
resultado es equivalente al descrito en el modelo bovino [133], donde la viremia se inicia
antes para NY-93 que para 98-124 pero con valores similares de titulo viral en sangre. En
los bovinos, la infeccidn por la cepa de baja virulencia se resuelve en 3-4 dias, y la de baja
virulencia se mantiene en circulacion hasta 10 dias. Los ratones, sin embargo, fueron
incapaces de resolver la viremia. De hecho, un punto sumamente relevante de nuestro
trabajo ha sido determinar la capacidad del VDVB de persistir en los ratones hasta por lo
menos 60 dias post-infeccidn. Se realizé eutanasia a los 60 dpi, sin poder detectarse virus
en ningun organo por RT nested PCR. Trabajos realizados en nuestro laboratorio muestran
gue el VDVB es capaz de infectar células dendriticas de ratdn sin causar la muerte de estas
células [179]. Es posible, entonces, que la persistencia viral sea sostenida por las células
dendriticas. Se precisan mas experimentos para probar esta hipotesis.

En conjunto, nuestros resultados indican que el virus podria persistir en los ratones y abre
una nueva aplicacion del modelo que nunca ha sido reportado y que habra que explorar
oportunamente. Este es el primer trabajo en caracterizar la infeccion de un animal no-
artiodactilo con una cepa argentina del VDVB, y el primero en comparar el efecto de la
infeccion en ratones de dos cepas del genotipo 2 de diferente virulencia, bien caracterizadas
tanto in vitro como in vivo, en bovinos.

Los interferones de tipo | se han utilizado ampliamente para el tratamiento de infecciones
por el VHC, y las evaluaciones pre-clinicas siempre se realizaron en modelos murinos. Los
IFN recombinantes de raton han demostrado exhibir una potente actividad antiviral en
modelos de infeccibn con numerosos virus como el HSV-2, EHV, influenza, entre otros.
Cuando Ank y col. [147] examinaron la actividad del IFN de tipo Il in vivo frente a tres
infecciones virales sistémicas diferentes, observaron que esta citoquina redujo el titulo viral
de HSV-2, impidiendo totalmente la replicacion del virus en la vagina excediendo la
actividad antiviral del IFN-a. No obstante, contra otros virus como el EMCV y el LCMV, la
actividad del IFN-A in vivo fue menor a la de los IEN tipo | [147]. Analizando por separado
la capacidad antiviral de los IFN-a y A sobre el VHC Marcello y col. [180] propusieron que
un tratamiento combinado con ambos IFNr podria lograr mejores resultados ya que la
cinética de genes inducibles por IFN-a e IFN-A se complementan entre si, lo que generaria
una mejor respuesta antiviral. Estos antecedentes nos llevaron a evaluar por separado y en
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forma combinada la actividad de ambos interferones. No existen en la bibliografia reportes
sobre experimentos que evallen el uso combinado de los IFN-I y Il para la profilaxis y/o
tratamiento terapéutico de las infecciones virales in vivo.

Nuestros resultados demostraron que el tratamiento sostenido pre y post-infeccién con IFN-
A o bien la aplicacion profilactica de IFN-A seguida del tratamiento con IFN-a constituyen las
estrategias mas efectivas para anular la replicacion del VDVB en ratones, que se verifica
ademas por la ausencia de TNF-a sistémico. Los datos obtenidos con células bovinas
indican que el tratamiento con IFN-a pero no con IFN-A impediria la infeccién de células
inmunes de sangre periférica in vitro, por lo que si el IFN-A es efectivo es porque
probablemente esté bloqueando algun evento de replicacion temprano que seguramente
se esté dando en otros tipos celulares que si posean receptores para este IFN. Por ejemplo,
mientras que el MNoV se replica en células hematopoyéticas, se encontré que el IFN-A
actla sobre células no hematopoyéticas, lo que sugiere que el mecanismo de accion es
indirecto, lo mismo que observamos nosotros para el VDVB. Se ha propuesto que existen
mecanismos inmunitarios innatos conservados evolutivamente y gatillados por el IFN-A,
quizas con especial importancia en la proteccion contra la infeccion en células epiteliales
de las superficies mucosales (intestino o tracto respiratorio). Es poco probable pensar en la
induccion de algun evento pro-inflamatorio o innato que promuevan la eliminacién viral,
como se ha visto para norovirus [148] sobre todo por la ausencia de citoquinas pro-
inflamatorias, sin embargo no podemos descartar que exista algin mecanismo de la
inmunidad innata que esté actuando en favor de la eliminacion del virus y que no hemos
medido.

La dosis de IFNr utilizada en este trabajo fue tomada de trabajos anteriores en los que se
evaluaron estos mismos IFNr en ratones BALB/c [114], [147]-[149]. Debido a restricciones
econdmicas, ya que usamaos citoquinas comerciales, no pudimos realizar ensayos de dosis-
respuesta. Es probable y no podemos descartarlo, que trabajar con dosis mas altas hubiera
resultado en una mayor actividad antiviral de los IFNr, particularmente con IFN-A ya que
con IFN-a trabajamos con dosis superiores a las de muchos estudios publicados.

La dosis de 2 ug utilizada en este trabajo es similar a la que aplicaron Klinkhammer y col.
(3 ug, sc) [181] para prevenir la infeccidn en las vias areas con el virus de influenza y su
transmision. Estos autores aplicaron una sola dosis de IFN-A 18 hs pre-infeccién, que es un
disefo similar al que utilizamos en el primer experimento.

Song y col. [106] evaluaron la actividad antiviral de diferentes subtipos de IFN-a humano en
ratones BALB/c infectados con Virus de Hepatitis B (VHB). Los animales fueron tratados
con dosis diarias de 8000 U durante 10 dias consecutivos. Si bien la dosis fue menor a la
utilizada en nuestros experimentos, el tratamiento fue mas prolongado.

Trabajos anteriores como el de Eisuke y col. [149] en los que utilizaron IFN-a como
tratamiento en ratones infectados con HCV, reportan buenos resultados en cuanto a la
actividad antiviral de este tipo de IFN. Las dosis utilizadas en este caso fueron de 1000
U/dia durante 7 dias por via intramuscular. Estos valores de dosificacion son menores a los
gue utilizamos en nuestro experimento (250000 U/dosis) pero fueron administrados de una
manera mas prolongada. Belloni y col [182] trabajaron con dosis similares a las utilizadas
por nuestro grupo. Belloni evaluo la actividad antiviral del IFN-a frente a ratones infectados
experimentalmente con VHB con inoculaciones diarias aplicadas durante 10 dias. Es
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interesante hacer hincapié nuevamente en la practicidad que tiene a futuro un protocolo de
menor duracidon como con el que trabajoé nuestro grupo.

Una publicacién reciente de Xia y col. [183] report0 la utilizacién de dosis muy bajas de IFN-
a murino (30-100 pmol/dosis, 2 inoculaciones por semana durante 3 semanas) en ratones
infectados con VHB y cursando una hepatitis crénica. Estos IFN estan “pasilados” (se les
agrega un polipéptido compuesto de prolina, alanina y serina - PAS) lo que aumenta su vida
media en plasma. Esta novedosa tecnologia resulta atractiva si al cabo de estudios
ulteriores es necesario aumentar la biodisponibilidad de los IFNr.

Para determinar si existian diferencias en la eficacia entre la terapia con IFN-a y A aplicada
antes o después de la infeccion, evaluamos en un primer experimento el efecto de una sola
dosis de cada IFN el dia previo o posterior a la infeccién. Se encontr6 que el IFN-A era mas
efectivo que el IFN-a para limitar la viremia de los ratones infectados con el VDVB 98-124
cuando se lo aplicaba antes de la infeccion. Por el contrario, el IFN-a fue mas eficaz aplicado
post-infeccidon. Es probable que esto se deba a la distribucién de los receptores para los
distintos IFNs. Los receptores para IFN-A se encuentran en los epitelios de las superficies
mucosales [69], por lo que podria pensarse que sean mas eficientes en evitar la entrada
del virus o su internalizacion a partir de las superficies epiteliales. Por otro lado, el IFN-a
que tiene receptores en un gran numero de células [76] y tejidos, incluidas las células
sanguineas, podria proteger de la diseminacion viral.

Nuestros resultados sugieren que el modelo ratén es util para evaluar el potencial de los
IFN contra el VDVB in vivo, medido como reduccién de la viremia. Seong y col [145]
sugirieron que podria existir un efecto de sinergizacién del efecto antiviral cuando se
combinaron ambos subtipos de IFN. Para estudiar esta posibilidad, en un segundo
experimento evaluamos un tratamiento intensificado con diferentes combinaciones de IFN-
a y A, aplicando dos dosis pre-y/o post infeccion. Se evalué el efecto de cada tratamiento
en la reduccion de la viremia y en la produccion sistémica de TNF-a. Todos los tratamientos
ensayados lograron disminuir la viremia de forma significativa comparado con el control no
tratado. La diferencia radico en que, algunos tratamientos que involucraron el uso de IFNs
pre y post-infeccion lograron reducir el virus en sangre a niveles indetectables, a tal punto
gue la viremia en estos grupos no se reactivo al nivel del control no tratado.

Se ha demostrado que la aplicacién de IFN-a en ratones regula negativamente la expresion
de citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a [93]. Los IFN-I (tanto a como () también
suprimen la produccion de IFN-y. Estudios recientes también han encontrado que el IFN-
aumenta la expresion del factor de crecimiento transformante 1 y el receptor de factor de
crecimiento transformante B1 tipo Il por las células mononucleares de sangre periférica [93].
Nosotros encontramos que no habria una respuesta directa al tratamiento con IFNs en la
produccion de TNF-a sino mas bien asociamos la ausencia de esta citoquina a una menor
replicacion viral, ya que los niveles mas bajos de TNF-a se encontraron en aquellos grupos
que controlaron la viremia completamente.

La aplicacién de IFN-A puede activar la inmunidad innata resolviendo la infeccién viral
entérica persistente por Norovirus en ratones [184]. El establecimiento de la infeccion
entérica persistente por ciertas cepas de MNoV se relacioné con la incapacidad de inducir
respuestas de IFN-A. La eficacia de IFN-A en la prevencion de la persistencia entérica no
requiri6 inmunidad adaptativa. Estos hallazgos proporcionan una vision diferente del
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sistema inmunol6gico porque en general se cree que se requiere el desarrollo de una
respuesta inmune adaptativa para la eliminacién de la infeccién viral mediante la seleccién
de antigenos especificos. En este contexto, y contando con el modelo de infeccion
persistente en ratones, nuestro grupo se ha propuesto investigar en el futuro, la capacidad
del IFN-A de controlar la infeccion persistente por el VDVB.

Es importante destacar que, aunque los IFN tipo | y tipo Il comparten muchas
caracteristicas bilégicas, muestran diferencias tanto en términos de regulacién de la
inmunidad. El trabajo futuro revelara el papel y el mecanismo de accién de esta novedosa
clase de citoquinas en la capacidad de limitar las infecciones por el VDVB.

En conclusién, se demostro que el modelo de raton BALB/c infectado con el VDVB cepa
98-124 constituye una herramienta Util para investigar los efectos de la terapia de
combinacion con IFNs in vivo. Los resultados obtenidos en este modelo demuestran la
factibilidad de que el tratamiento con IFN-A dos dias previos a la infeccion, combinado con
un tratamiento posterior ya sea con el mismo IFN-A o con IFN-a permite controlar la viremia
en infecciones con una cepa de campo del VDVB. Al analizar el mecanismo de los efectos
de las combinaciones de tratamientos, se pueden encontrar métodos terapéuticos que sean
efectivos e incluso extrapolar estos conocimientos a estudios destinados a tratar infecciones
por otros pestivirus, incluso los de importancia en salud humana como el VHC.

APLICACION DEL IFN-A RECOMBINANTE EN BOVINOS

El modelo ratén de infeccién por el VDVB demostr6 que el uso de IFN-A pre y post-infeccion
seria tan efectivo como la terapia combinada con IFN-a. Proyectando un uso futuro de los
IFNr en el campo, resulta mas practico trabajar con un Unico producto, lo que facilitaria el
trabajo de ampliacion y abarataria los costos del tratamiento.

Nuestros resultados han demostrado que la administracion de IFN-Ar bovino antes de la
infeccion con el VDVB impide la enfermedad clinica en terneros, medido por una variedad
de parametros clinicos previamente establecidos para esta cepa particular. Este estudio
también indica que el IFN-Ar bovino es eficaz como agente antiviral directo contra el VDVB
con actividad en el tracto respiratorio superior, ya que los animales no solamente no
presentaron los sintomas respiratorios tipicos de la cepa 98-124 sino que ademas no
eliminaron virus en las secreciones nasales. Por lo tanto, el tratamiento con IFN-Ar seria
eficaz en evitar la enfermedad clinica y la diseminar del virus.

Otro interferdn bovino, el IFN tau (bolFN-T) fue evaluado contra el VDVB por via subcutanea
con dosis de 10° y 10° U/kg de peso. Los terneros fueron inyectados con bolFN-T1 durante
dos rondas de inyecciones diarias durante cinco dias desde el dia 0 al dia 4 (la primera
ronda) y del Dia 7 al Dia 11 (la segunda ronda) [109]. Nuestro esquema fue mucho mas
corto y no se aplicé mas de una dosis por dia, lo que demuestra que el IFN-A es efectivo a
dosis 1000 veces menores que el IFN-1, una ventaja importante a la hora de aplicarlo como
antiviral comercial. Nuestros resultados son comparables en dosis con aquellos obtenidos
en humanos en los que el tratamiento con interferon redujo los signos clinicos y la
eliminacion de otro virus respiratorio, el rinovirus [185].

Los IFN-a y A han mostrado actividad in vitro e in vivo contra el virus de la fiebre aftosa,
aunque en este caso los mismos fueron aplicados por via oral. El IFN-a oral también fue
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eficaz cuando se administra a bovinos expuestos a IBR [186]. En estos estudios, las dosis
de IFN-a aplicadas fueron de 30 a 500 U por ternero, que son valores comparables con los
de este trabajo. Si bien la via oral es efectiva, es menos eficiente sobre todo al trabajar a
campo [134]. Los métodos mas efectivos de administracion oral de IFN incluyen virus como
vectores, como adenovirus humanos [111]. Esta estrategia, sin embargo, fue evaluada
como poco préactica para nuestro entorno regional y complicada desde el punto de vista
regulatorio, por todas las pruebas que se requeririan poder liberar un virus humano a
campo.

La administracion de IFN-Ar bovino por via sc en las condiciones descritas en este trabajo
no produjo efectos adversos en los animales incluso en dosis superiores a las que se
encontraron efectivas. No se midieron cambios ostensibles en la temperatura corporal ni se
modificaron pardmetros hematolégicos ni hepaticos en ninguno de los animales analizados,
ya sea infectados o no infectados. Esto revela que el uso de IFN-Ar aplicado por via
parenteral es seguro para los bovinos. Esto es una ventaja del uso de este IFN en particular,
tal como fuera planteado en la hipétesis de este trabajo. La aplicacion sistémica no implica
actividad sistémica, debido a la particular localizacién de los receptores para el IFN-A, lo
que limita la toxicidad del mismo.

Otros investigadores, que utilizaron IFN-a o IFN-T en bovinos o bien IFN-a en otras
especies, han encontrado que el interferon puede inducir fiebre transitoria después de la
primera administracién. En otras especies el uso de IFN-a alteré los parametros
hematolégicos e inmunoldgicos después de un tratamiento prolongado [76]. Nosotros
administramos el IFNr en un tratamiento corto, razén por la cual no podemos descartar que
esta sea la causa de la ausencia de efectos adversos. De todos modos, ningun IFN ha
mostrado tener efectos secundarios graves en bovinos, incluso cuando se administraron
dosis altas; es posible que los bovinos puedan tolerar el interfer6n mucho mejor que otras
especies.

Los animales tratados con IFN e infectados con el VDVB mostraron ausencia de signos
clinicos y secrecion viral nasal pero en algunos de ellos se midieron bajos niveles de virus
en sangre, y uno de los 4 terneros tratados presento virus en sangre y secreciones nasales,
aungue no mostré signos clinicos. Si bien no se puede descartar que existen variaciones
individuales o alguna condicion que no determinamos que lleven a que un animal no
responda como el esto a un mismo tratamiento, no podemos descartar estar muy cerca del
valor “limite” de la dosis efectiva. Como no hemos podido evaluar la dosis efectiva 50 en
bovinos, a futuro y en un segundo experimento con un mayor nimero de animales
realizaremos una curva dosis-respuesta para obtener la dosis apropiada capaz de proteger
a la totalidad de los animales tratados, aunque en una situacién de campo siempre es
esperable diferencias individuales. De todos modos, la ausencia de sintomas es alentadora
e indica que la dosis que se utilizara finalmente cuando el producto alcance estado
comercial no sera muy diferente a la evaluada en este estudio.

Trabajos anteriores han demostrado que los interferones pueden tener mdultiples efectos
inmunomoduladores que funcionan de manera integrada con otros aspectos de los
mecanismos de defensa especificos y no especificos [187]. Se ha descripto en otras
especies, que el IFN-A ejerce su actividad anti-inflamatoria disminuyendo la produccion de
IL-1B por los neutrdfilos [33]. En bovinos, otros autores han encontrado incrementada IL-10
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y sus receptores en bovinos tratados con IFN-A [134]. Estos autores han propuesto que en
los animales tratados habria menos inmunosupresion y que los leucocitos podrian
responder mas rapidamente para eliminar otros patdégenos. Nuestros resultados
concuerdan con estos trabajos que describen la capacidad del IFN-A para modular
positivamente la expresion de IL-10 (32) y promover un estado anti-inflamatorio, en este
caso demostrado por la disminucion en la produccion sistémica de TNF-a asociada a la
infeccion por la cepa del VDVB utilizada [133].

Los datos presentados en este trabajo de tesis demuestran claramente la factibilidad de la
terapia con IFN-Ar bovino contra el VDVB. Se debe enfatizar que, bajo condiciones
experimentales, el interferon impidié la enfermedad clinica y la presencia de virus en las
secreciones nasales, lo que evitaria la transmision. Segun nuestros estudios actuales, el
interferén deberia administrarse antes de la exposicion al virus y mantenerse por unos dias
luego de la misma. Aunque estos resultados solo han demostrado que el IFN-Ar tiene efecto
sobre la infeccion por el VDVB in vivo, es muy probable que otros virus respiratorios sean
también susceptibles, por lo tanto, el interferon bovino puede tener un doble papel
beneficioso en estas infecciones, es decir, antiviral e inmunomodulador.

La administraciéon de IFN exdgeno a poblaciones bovinas en riesgo ante un brote con virus
cuyos efectos acarrean grandes pérdidas econémicas, como el VDVB o VFA, representa
una alternativa atractiva y econémica a la induccion de IFN enddégeno por medios quimicos,
biolégicos o recombinantes. Segun datos de otros estudios realizados en bovinos [134], los
beneficios de la administracion de IFN se producen dentro de las 8 horas y no en los dias,
como en el caso de los inductores virales. Esto implica una efectividad practicamente
inmediata. Los IFN recombinantes como hemos demostrado, pueden ser producidos en
sistemas simples y ser utilizados tanto de sobrenadantes directos como en forma purificada.
Este trabajo constituye la primera evidencia experimental de la actividad del IFN-A bovino
contra el VDVB in vivo, siendo efectivo en impedir la enfermedad clinica en terneros
infectados con una cepa local del genotipo 2 y biotipo no citopatico. Hemos establecido un
sistema de produccién en células de mamifero, y actualmente estamos trabajando en el
establecimiento de la linea transfectada de forma estable para proceder a licenciar esta
tecnologia a una empresa nacional para que este bioterapéutico recombinante pueda
finalmente llegar al campo.

Las aplicaciones potenciales del IFN-Ar bovino en el campo son numerosas. Pensando
Unicamente en el VDVB se puede utilizar para cerrar la ventana de vulnerabilidad hasta que
las vacunas desarrollen inmunidad protectora, en las practicas modernas de feedlot (por
ejemplo, para tratar animales al ingreso), luego del destete, ante un caso de brote en el
campo, para evitar infecciones congénitas durante la etapa de mayor vulnerabilidad, entre
otras opciones. Ademas, dado que el efecto de los interferones no es exclusivo de un virus
en particular, y que esta ubicuidad, sumado al efecto local en epitelio de las mucosas del
IFN-A, amplian su espectro de uso. Por otro lado, los antivirales pueden colaborar con los
esfuerzos en disminuir el uso de antibiéticos, al mitigar infecciones virales que predisponen
a infecciones bacterianas oportunistas. Para utilizar el IFN-Ar con fines clinicos en animales,
incluidas las terapias para enfermedades virales agudas o infecciones oportunistas, es
necesario realizar mas investigaciones para establecer qué otros patégenos son
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susceptibles a los efectos del IFN-A y en qué medida puede esta citoquina modular el
sistema inmunitario de los bovinos.
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CONCLUSIONES

Obtuvimos un antiviral recombinante seguro y eficaz, el IFN-Ar bovino expresado en
un sistema de células de mamiferos. EI IFN-Ar producido se secreta al sobrenadante
de cultivo, es biolégicamente activo y presenta efecto antiviral sobre cepas de
campo y de referencia del VDVB de diferente genotipo y biotipo in vitro.
Desarrollamos un ELISA en células que constituye una novedosa herramienta para
establecer la infectividad tanto de virus citopaticos como no-citopaticos.

Hemos establecido el modelo ratén de viremia por el VDVB, de gran utilidad para
los estudios con este virus in vivo.

El IFN-Ar bovino desarrollado es inocuo y seguro en bovinos y capaz de proteger a
esta especie contra la enfermedad clinica causada por una cepa de campo del

genotipo 2y biotipo NCP (aislada durante un brote en la provincia de Buenos Aires).

Hemos comprobado la factibilidad de la utilizacion del IFN-A3 bovino
recombinante como bioterapéutico en infecciones con el VDVB
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