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RESUMEN

La peste porcina africana (PPA) es una enfermedad hemorragica altamente infecciosa que afecta
tanto a suidos salvajes como domésticos y a las garrapatas del género Ornithodoros, causando
verdaderos estragos en la produccién porcina en los paises afectados. El agente causal de la
enfermedad, el virus de la peste porcina africana (VPPA), es extremadamente complejo. A dia de
hoy, no existe una vacuna eficaz contra el VPPA, por lo que su erradicacion depende de un
diagndstico rapido de la enfermedad acompafiado del sacrificio de los animales infectados y/o
expuestos al virus. Asimismo, existe un gran desconocimiento tanto sobre los mecanismos de
proteccién implicados frente al VPPA, como respecto a los antigenos del virus potencialmente

protectores, lo que dificulta ain mas el desarrollo de estrategias vacunales efectivas.

Asi pues, dos fueron los principales objetivos de este trabajo. Primero, el desarrollo de nuevas
estrategias vacunales frente a la PPA, caracterizando tanto el grado de proteccion alcanzado
como los mecanismos y antigenos implicados en la misma. Segundo, la propuesta de un modelo
de proteccién homologa con virus atenuado que permitiera profundizar en el conocimiento de los

mecanismos implicados tanto en proteccién como en inmunopatogenia.

Los principales logros alcanzados se pueden resumir en: i) la caracterizacion, por primera vez en el
caso del VPPA, de dos epitopos T-CD8" con capacidad protectora, ambos localizados en la HA del
virus; ii) la demostracion del enorme potencial de la estrategia ELl utilizada, disefiada
expresamente para optimizar una respuesta T-CD8" especifica, revelando su utilidad tanto para
obtener niveles de proteccién nunca antes alcanzados con vacunas DNA, como para caracterizar
nuevos antigenos virales capaces de estimular una respuesta T-CD8" protectora; vy iii) la puesta a
punto de un modelo de proteccién homdloga utilizando un virus atenuado que ha permitido
ratificar la relevancia de la respuesta celular en proteccién, arrojando nueva luz sobre los
mecanismos implicados tanto en proteccién como en la inmunopatogenia asociada a la infeccién

con cepas altamente virulentas.

Estamos convencidos de que los avances obtenidos durante esta Tesis Doctoral facilitardn el

disefio mas racional de futuras vacunas frente a la PPA.



RESUM

La pesta porcina africana (PPA) es una malaltia hemorragica altament infecciosa que afecta tant a
suids salvatges com domestics i a les paparres del génere Ornithodoros, causant importants
perdues en la produccié porcina dels paisos afectats. L’agent causal de la malaltia, el virus de la
pesta porcina africana (VPPA), es extremadament complexe. A dia d’avui, no existeix una vacuna
efica¢ contra el VPPA, aixi doncs, la seva erradicacio es basa en un diagnostic rapid de la malaltia
seguit del sacrifici dels animals infectats i/o exposats al virus. De la mateixa manera, existeix un
gran desconeixement tant sobre els mecanismes de proteccién implicats enfront al VPPA, com
respecte als antigens del virus potencialment protectors, el que dificulta encara més el

desenvolupament d’estratégies vacunals efectives.

Aixi doncs, els principals objectius del present treball de Tesis van ser. Primer, el
desenvolupament de noves estratégies vacunals front la PPA, caracteritzant tant el grau de
proteccidn assolit com els mecanismes i antigens implicats en la mateixa. Segon, la proposta d’un
model de protecci6 homologa amb virus atenuat que permetés profunditzar en el coneixement

dels mecanismes implicats tant en proteccién com en immunopatogenia.

Els principals éxits assolits es poden reumir en: i) la caracteritzacid, per primer cop en el cas del
VPPA, de dos epitops T-CD8" amb capacitat protectora, ambdos localitzats a la HA del virus; ii) la
demostracié de I'enorme potencial de I'estratégia ELI, dissenyada expressament per a optimitzar
una resposta T-CD8" especifica, tot evidenciant la seva utilitat tant per obtenir nivells de proteccié
mai abans assolits amb vacunes DNA, com per caracteritzar nous antigens del virus amb capacitat
d’estimular una resposta T-CD8" protectora; i iii) la posta a punt d’un model de proteccié
homologa utilitzant un virus atenuat que ha permés ratificar la rellevancia de la resposta cel-lular
en proteccid, abocant nova llum sobre els mecanismes implicats tant en protecci6 com en

immunopatogénia associada a la infeccié amb soques altament virulentes.

Estem convenguts de que els avengos obtinguts al llarg de la present Tesis Doctoral facilitaran un

disseny més racional de futures vacunes enfront de la PPA.



SUMMARY

African swine fever (ASF) is a fatal highly-infectious hemorrhagic disease which affects domestic
and wild pigs and ticks from genus Ornithodoros. ASF has a devastating effect on porcine
production and, in consequence, causes major economic impact on the affected countries. The
causal agent of the disease, African swine fever virus (ASFV), is an extremely complex virus and,
unfortunately, there is no effective vaccine available against it. Consequently, ASF-eradication
relies on its rapid diagnostic and the culling of the infected or exposed pigs. Little is known about
both the mechanisms of protection against ASFV and the potentially protective-viral antigens. Due

to such facts, the development of effective vacunal strategies is even tougher.

Two were the main objectives of the present study: On one hand, to develop new vacunal
strategies against ASF, characterizing both the degree of protection achieved and the mechanisms
and antigens involved in such protection. And, on the other hand, the proposal of a homologue
protection-model by means of the use of an attenuated viral strain, allowing us to go in depth in

the mechanisms implicated in protection and immunopathogenesis.

The main findings can be summarized in: i) the characterization, for the first time in the case of
ASFV, of two CD8'-protective epitopes, located in the viral HA; ii) the statement of the huge
potential of a random ASFV-genome based ELl-strategy designed to optimize a CD8"-specific
response, such strategy has allowed us to obtain the higher levels of protection achieved using
DNA-vaccines and to characterize new viral antigenic determinants able to stimulate a CD8'-
protective response; and iii) the optimization of a homologue protection-model via an attenuated
viral strain, which has allowed us to ratify the relevance of the cell-response in the achieved
protection, elucidating the mechanisms implicated in protection and immunopathogenesis

associated with the infection with highly pathogenic strains.

We are convinced that the obtained findings presented in the present Ph.D. Thesis will facilitate

the design of more rational vaccines against ASF.






ABREVIATURAS

AA: aminoacidos

ABC: complejo avidina biotina (del inglés Avidin Biotin Complex)

Ac: anticuerpos

ADCC: citotoxicidad dependiente de anticuerpos mediada por células (del inglés Antibody
Dependent Cell mediated Cytotoxicity)

ATCC: coleccion americana de cultivos tipo (del inglés Amercian Type Culture Collection)
APC: aloficocianina (del inglés allophycocyanin)

bp: pares de bases (del inglés base pairs)

BSA: albimina sérica bovina (del inglés Bovine Serum Albumina)

CDAC: citotoxicidad mediada por anticuerpos dependiente del complemento (del inglés
Complement Dependent Antibody mediated Cytotoxicity)

cDNA: ADN complementario (del inglés complementary DNA)

CID: Coagulacién Intravascular Diseminada

CMV: citomegalovirus humano

CPA: Células Presentadoras de Antigeno

CS: Células Secretoras

CTL: linfocitos T citotdxicos (del inglés Cytotoxic T Lymphocytes)

CV1: fibroblastos de rifién de mono verde

DMEM: medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (del inglés Dulbecco’s
Modified Eagle Medium)

DMSO: dimetil sulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico (del inglés deoxyribonucleic acid)

DO: densidad 6ptica

dpi: dias post-infeccion

DTT: ditiotritol

EDTA: 4cido etilendiaminotetracético (del inglés EthyleneDiamineTetraacetic Acid)

ELIl: inmunizacién con libreria de expresidn (del inglés Expression Library Immunization)



ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (del inglés Enzime-Linked
Immunoabsorbent Assay)

ELISPOT: ensayo de puntos por inmunoabsorcion ligado a enzima (del ingles Enzime-
Linked Immunoabsorbent Spot assay)

ER: reticulo endoplasmatico (del inglés Endoplasmic Reticulum)

FB: fibroblastos

FCS: suero fetal bovino (del inglés Fetal Calf Serum)

FITC: isotiocianato de fluoresceina (del inglés Fluorescein Isothiocyanate )

GEC: copias equivalentes del genoma (del inglés Genome Equivalent Copies)

HA: hemaglutinina

HN: hisopo nasal

HPRT: transferasa de hipoxantina-guanina fosforibosilada (del inglés hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase)

IEF: isoelectroenfoque

IFA: test de anticuerpos de fluorescencia indirecta (del inglés Indirect Fluorescent
Antibody test)

IFD: Inmunofluorescencia Directa

IFN: interferdn

IL: interleuquina

LB: medio de cultivo de Luria Bertani

LN-GH: Linfonodo-Gastrohepatico

MGF: familias multigénicas (del inglés multigenic families)

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés Major Histocompatibility
Complex)

mMRNA: ARN mensajero (del inglés messenger RNA)

NCLDV: virus nucleo-citoplasmdticos de ADN grandes (del inglés NucleoCytoplasmic
Large DNA Virus)

NK: células naturalmente asesinas (del inglés Natural Killer)

NFkB: factor nuclear kappa B (del inglés Nuclear Factor kappa B)



NFAT: factor nuclear de células T-activadas (del inglés Nuclear Factor of Activated T-cells)
OIE: organizacién mundial de sanidad animal (del francés Office Internatinal des
Epizooties)

OREF: fase de lectura abierta (del inglés Open Reading Frame)

PAM: macrdfagos alveolares porcinos (del inglés Porcine Alveolar Macrophages)

PBMC: células mononucleares de sangre periférica (del inglés Peripheal Blood
Mononuclear Cells)

PBS: tampdn fosfato salino (del inglés Phosphate Buffered Saline)

PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa (del inglés Polimerase Chain Reaction)

pCMV: vector comercial para expresar genes en sistemas eucariotas bajo el control del
promotor del citomegalovirus

PDE: Proteina Diferencialmente Expresada

PE: R-Ficoeritrina (del inglés R-Phycoerythrin)

PHA: fitohemaglutinina (del inglés Phitohemaglutinin)

pi: post-infeccién

piA: post infeccién con virus atenuado (solo en el caso de inmunizacién con virus
atenuado y posterior infeccién con cepas virulentas del VPPA)

piV: post-infeccién con virus virulento (solo en el caso de inmunizacidon con virus
atenuado y posterior infeccién con cepas virulentas del VPPA)

PMSF: fenilmetilsulfonilfluorido (del inglés phenylmethylsulfonylfluoride)

PPA: Peste Porcina Africana

PPC: Peste Porcina Clasica

PRR: receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern Recognition
Receptors)

RNA: acido ribonucleico (del inglés ribonucleic acid)

RPMI: medio de cultivo del Roswell Park Memorial Institute

RRT-gPCR: PCR a tiempo real para la cuantificacién relativa

RT: retrotranscripciéon

RT-gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real



sCD163: fraccidn soluble del receptor celular de monocitos/macréfagos CD163
sHA: dominio extracelular de la hemaglutinina

SLA: antigenos leucocitario porcino (del inglés Swine Leukocyte Antigen)

SPF: libre de patdgenos especificos (del inglés Specific Pathogen Free)

SPK: proteina quinasa de la serina (del inglés Serine Protein Kinase)

TAP: transportador asociado al procesamiento antigénico (del inglés Transporter
associated with Antigen Processing)

TGF: factor de crecimiento transformante (del inglés Transforming Growth Factor)
TIR: repeticiones terminales invertidas (del inglés Terminal Inverted Repetitions)
TLR: transportador tipo Toll (del inglés Toll Like Receptor)

TMB: 3,3’,5,5'-Tetrametilbenzidina (del inglés 3,3’,5,5'-Tetramethilbenzidine)

TNF: factor de necrosis tumoral (del inglés Tumor Necrosis Factor)

Ub: mondmero de ubiquitina

UHA: unidades hemaglutinantes

Vero: células epiteliales de rifdn de mono verde

VFA: Virus de la Fiebre Aftosa

VPPA: Virus de |la Peste Porcina Africana
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1.1. La enfermedad: Peste Porcina Africana (PPA)

1.1.1. Breve historia y estado actual de la enfermedad

La peste porcina africana (PPA) es una enfermedad hemorragica altamente infecciosa
que afecta tanto a suidos domésticos como salvajes. La Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE) la integra dentro del capitulo de enfermedades de declaracion obligatoria
debido al impacto devastador que tiene, tanto a nivel sanitario como socioeconémico, en
los paises a los que afecta (capitulo 1.1- Notificacion de enfermedades y datos
epidemioldgicos).

La PPA fue descrita por primera vez en Kenia (Montgomery, 1921) tras la aparicién de
brotes de una enfermedad hemorragica, hasta ese momento desconocida, registrados en
1910 y 1915. Esta enfermedad, que afectaba a cerdos domésticos europeos recién
introducidos en el continente africano causando una mortalidad cercana al 100%,
inicialmente se consideré como una variante de la Peste Porcina Clasica (PPC) debido a la
similitud en las lesiones generadas, recibiendo asi el nombre de Peste Porcina del Este
Africano. Sin embargo, pronto se demostréd que cerdos recuperados de la PPC no
quedaban protegidos frente al nuevo agente infeccioso. Adicionalmente, se pudo
demostrar que los suidos salvajes africanos (Phacochoerus aethiopicus y Potamochoerus
porcus), pese a no sufrir la enfermedad, podian actuar como reservorios (a diferencia de
lo que ocurre con la PPC) y, muy probablemente, originaron los primeros brotes en
cerdos domésticos (Montgomery, 1921).

En 1932 se aislé por primera vez el agente causal de la enfermedad a partir de cerdos
salvajes infectados de forma natural y capturados en las proximidades de granjas de
cerdos domésticos infectados por el virus de la PPA (VPPA) (Steyn, 1932). No obstante, la
transmisidn directa de la enfermedad entre cerdos salvajes y domésticos no se pudo
demostrar hasta que se descubrid que las garrapatas blandas del género Ornithodoros
podian ser portadoras del virus (De Tray, 1957). Asi, dichas garrapatas, se convirtieron en
un elemento fundamental en el ciclo selvatico de transmision del virus entre cerdos

salvajes y domésticos en Africa (Heuschele, 1965; Plowright, 1969; Sanchez Botija, 1963).



Inicialmente, la PPA estaba restringida al sud-este africano, hasta que en 1957 se produjo
un brote en Portugal, demostrandose que la introduccion del virus en Europa se produjo
por la alimentacién de cerdos domésticos con desechos de comida de aviones
procedentes de Angola con destino el aeropuerto de Lisboa. Este primer brote de PPA
fue eficientemente controlado y erradicado (Manso Ribeiro, 1958), pero en 1960 surgio
un nuevo episodio de la enfermedad que se extendid por toda la Peninsula Ibérica.
Estudios recientes discriminan entre los aislados virales que provocaron estos dos brotes
y sugieren dos introducciones distintas de la enfermedad desde Africa (Gallardo et al.,
2009). Una vez introducida en Espafia, la PPA se convirtié en una enfermedad endémica
y no se consiguid erradicar hasta 1995, suponiendo graves consecuencias econémicas
para la industria porcina. A diferencia de los brotes descritos en Africa, donde la
enfermedad se presentaba de forma aguda, en la Peninsula Ibérica evoluciond a formas
subagudas y crdnicas, indicando la tendencia del virus a adaptarse al nuevo huésped (Pan
et al., 1988; Sharman, 1971), dificultando su identificacién y correcta erradicacion
(Kleiboeker, 2002).

Durante los afios setenta y ochenta, la PPA se extendié desde la Peninsula Ibérica a toda
Europa, incluyendo Malta, Italia, Francia, Bélgica y Holanda; y también por el continente
americano, compendiendo Cuba, Republica Dominicana, Haiti y Brasil, siendo erradicada
en todos estos lugares, con la excepcién de la isla de Cerdefia, donde permanece
endémica desde su introduccion en 1982. En todos estos casos, el programa de
erradicacion consistid en el sacrificio masivo de los animales infectados o potencialmente
expuestos, politica que implicaba grandes pérdidas econdmicas en los paises afectados.
Mds recientemente, en el Africa subsahariana se registré un aumento de brotes de PPA
entre los afos 1990 y 2000, afectando no sdlo al area sud-este, si no migrando ademas
hacia paises del oeste del continente, incluyendo Costa de Marfil, Nigeria, Togo, Ghana,
Burkina Faso, Chad; e incluso llegando a las islas de Madagascar y Mauricio (OIE, 2011).
En 2007 el virus reaparecid en Europa a través de Georgia y desde ese momento ha
estado en continua expansion por el Ciducaso. La cepa que provocd el primer brote de

PPA en Georgia resultd ser muy cercana filogenéticamente a un aislado de VPPA



circulante en aquel momento en Mozambique, Madagascar y Zambia (Beltran-Alcrudo et
al., 2008; Rowlands et al., 2008) y es muy probable que el origen del brote residiera en
productos porcinos contaminados con el virus transportados en barco, que se utilizaron
para la alimentacién de cerdos en granjas cerca de Poti (Beltran-Alcrudo et al., 2008).
Diferentes factores adversos hacen que la erradicacion de esta enfermedad en el
Cducaso sea dificil, como son que el virus sea capaz de infectar a cerdos salvajes, el
régimen de alimentacion de cerdos de granja (basado en restos carnicos de cerdo
infectados), la ausencia de controles veterinarios estrictos, el gran volumen de comercio
porcino ilegal y la ausencia de infraestructuras para la produccién carnica adecuadas.
Todos estos factores de riesgo, sumados a la falta de coordinacidn internacional y de un
programa de control y erradicacion adecuado, han facilitado que el virus se haya
expandido hasta zonas limitrofes con la Unién Europea (OIE, 2011), lo que a su vez hace
que el peligro de expansién del VPPA al resto de Europa sea considerado como alto
(Wieland et al., 2011).

La PPA tiene un gran impacto socioeconémico tanto en paises donde es endémica como
en los de nueva introduccién debido a la ausencia de tratamiento o vacuna eficaces

(figura 1).
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Figura 1. Mapa actual de la distribucién mundial de la PPA.

(http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/Diseasedistributionmap)



En los paises endémicos del Africa subsahariana el coste mas alto de la PPA no se
produce en las grandes industrias porcinas, sino en las pequefias granjas de los
campesinos debido a la falta de sistemas de compensacién por parte de los gobiernosy a
la escasez de controles efectivos (Edelsten and Chinombo, 1995). Asi, gran parte de la
poblacién, sobretodo en areas donde la produccién bovina es complicada, pierde la
fuente principal de proteinas de su dieta. Fuera de Africa, el mayor impacto provocado
por la PPA reside en la pérdida del estatus de las marcas porcinas y en las medidas
drasticas que se deben tomar para erradicar la enfermedad, incluyendo el sacrificio

masivo de los animales.

1.1.2. Epidemiologia de la PPA

El huésped natural del VPPA son los cerdos salvajes africanos (Phacochoreus aethiopicus,
Potamochoerus porcus, Potamochoerus larvatus e Hylochoerus meinertzageni) y las
garrapatas blandas del género Ornithodoros, entre los que el virus circula de forma
inaparente. Sin embargo, tanto los cerdos domésticos (Sus scrofa domesticus) como los
jabalies (Sus scrofa ferus) son altamente susceptibles a la enfermedad.

En el este y sur del continente africano la enfermedad es endémica en muchos paises y el
virus se mantiene en un ciclo selvatico entre los cerdos salvajes arriba mencionados y las
garrapatas blandas del género Ornithodoros, a los que esta perfectamente adaptado. Los
suidos salvajes africanos pueden estar infectados por el virus de por vida sin mostrar
signos de la enfermedad. Pese a ello, tanto la transmision directa entre estos animales
(vertical y horizontal), como la transmision directa de cerdo salvaje a cerdo doméstico se
consideran altamente infrecuentes (Anderson et al., 1998; Heuschele and Coggins, 1969),
considerando que son las garrapatas O. moubata y O. sonrai (Vial et al., 2007) las que
juegan un papel fundamental en el ciclo. En las madrigueras, la transmisidn del virus se
da continuamente entre las garrapatas y los cerdos salvajes neonatos, los cuales
desarrollan altos niveles de viremia, suficientes para infectar a las garrapatas libres de
virus que, a su vez, se alimentan de ellos (Thomson et al., 1980). La relevancia

epidemioldgica de la garrapata viene avalada por la enorme capacidad de estos



artrépodos de amplificar el virus exponencialmente (Basto et al., 2006; Kleiboeker et al.,
1998) y de transmitirse transtadial (entre los estadios de pupa-larva-adulto), transovarial
y sexualmente dentro de la misma especie (Parker et al., 1969; Plowright et al., 1974;
Rennie et al., 2001), pudiéndose mantener el virus sin necesidad del suido. Dentro de
este ciclo selvdtico, ocasionalmente el virus salta al cerdo doméstico donde provoca
verdaderos estragos socioecondmicos.

En los paises libres de la enfermedad, ésta ha irrumpido histéricamente del mismo
modo, a raiz de la alimentacidn de cerdos domésticos con restos de comida y productos
carnicos contaminados con virus infeccioso procedente de paises con PPA (Beltran-
Alcrudo et al., 2008; Manso Ribeiro, 1958). A esto hay que afadir que el virus es muy
resistente a la inactivacion tanto por agentes fisicos como quimicos pudiendo persistir en
alimentos congelados, mal cocinados o curados durante largos periodos de tiempo (Farez
and Morley, 1997; McKercher et al., 1978; Montgomery, 1921; Plowright and Parker,
1967). Una vez introducida la enfermedad en una regidon en la que no existe ciclo
selvatico entre los cerdos salvajes, garrapatas y cerdo doméstico, la principal via de
transmision es el contacto directo entre cerdos domésticos infectados y no infectados
(Costard et al., 2009). De todos modos, la presencia en la regién de cerdos salvajes
altamente susceptibles a la enfermedad o de garrapatas del género Ornithodoros, en las
que el virus puede persistir incluso afios (incluso si las garrapatas no se alimentan),
también son factores de riesgo a tener en cuenta (Oleaga-Perez et al., 1990; Sanchez
Botija, 1963). Este es uno de los factores que dificultd la erradicacién de la enfermedad
en la Peninsula Ibérica y, muy probablemente, fue la causa del ultimo brote registrado en
Portugal en 1999 (Basto et al., 2006; Boinas et al., 2011).

En los territorios afectados de PPA, la enfermedad puede evolucionar hacia formas
subagudas y crénicas. En estos casos, la presencia de animales persistentemente
infectados que no muestran signos clinicos de la enfermedad, pero que excretan
continuamente virus al medio ambiente, son de gran importancia en la propagacion y

diseminacion de la enfermedad dificultando su erradicacién. De hecho, este parecio ser



uno de los factores clave que dificulté la erradicacion de la PPA en la Peninsula Ibérica

(Pan et al., 1988; Sharman, 1971).

1.1.3. Patogenia de la PPA

AUn a riesgo de resultar redundante, los huéspedes naturales del VPPA son los cerdos
salvajes africanos y las garrapatas del género Ornithodoros en los que causa infecciones
persistentes pero en los que no se aprecian signos clinicos de la enfermedad (Heuschele
and Coggins, 1969; Plowright, 1969). No obstante, se ha demostrado que las garrapatas
infectadas con el VPPA tienen una tasa de mortalidad mas elevada que las no infectadas
(Hess et al.,, 1989). En el caso de los cerdos salvajes africanos, resistentes a la
enfermedad, solo se ha observado un ligera leucopenia en linfonodo, afectando mas a
los foliculos que a la zona difusa, pero, en cualquier caso, no dando lugar a la patogenia
que se observa en cerdos domésticos (Oura et al., 1998a).

En el caso del cerdo doméstico o el jabali la enfermedad se presenta en un amplio rango
de formas clinicas, desde formas hiperagudas o agudas, en las que la mortalidad es
cercana al 100%, hasta formas subclinicas (mortalidad del 30-60%) o inaparentes,
dependiendo del aislado viral, la ruta de exposicion, la dosis recibida y el estado del
receptor (Kleiboeker, 2002). En todas sus formas, la morbilidad de la PPA es elevada,
debido a la naturaleza altamente contagiosa del virus (Kleiboeker, 2002).

En las formas hiperagudas, causadas por aislados muy virulentos, se puede reducir el
curso de la infeccidn hasta tan solo 2-4 dias, muriendo los animales sin haber presentado
signos clinicos, excepto la presencia de un pico de fiebre (Konno et al., 1972; Mebus and
Dardiri, 1979). El periodo de incubacidn de las formas agudas y subagudas de la PPA varia
entre 5-7 dias, momento en el que aparecen los primeros signos clinicos, como anorexia,
fiebre, hemorragias nasales, eritemas cutdneos, cianosis, diarrea y disnea (Kleiboeker,
2002). Este periodo de incubacidon se puede ver reducido segun la via de introduccidn del
virus, por ejemplo la entrada de virus por la via oro-nasal puede reducir en dos dias la
aparicion de los primeros signos (Mebus, 1988). En la forma aguda de la enfermedad, la

muerte del animal suele ocurrir entre 12-14 dias tras la infecciéon y las lesiones



macroscépicas mas caracteristicas son: edema pulmonar, esplenomegalia hemorragica,
hipertrofia y hemorragia en linfonodos y petequias en rifiones (Carrasco et al., 1997,
Carrasco et al., 1996a; Mebus, 1988). En la forma subaguda, las lesiones son similares
pero menos severas y la muerte suele ocurrir entre los 15-20 dias tras la infeccidon
(Mebus, 1988).

La forma crénica de la enfermedad se produce por infeccion con aislados de baja
virulencia, que no causan apenas mortalidad. De este modo, los animales pueden
permanecer infectados siendo portadores del virus durante largos periodos de tiempo,
excretando virus al medio ambiente de forma continua (Leitao et al., 2001; Villeda et al.,
1993b; Wilkinson et al., 1981). En este caso, los signos clinicos se limitan al sistema
respiratorio, lo que dificulta el diagndstico in vivo de la enfermedad (Mebus, 1988). Las
lesiones habituales son: pleuritis fibrinosa, adhesiones pleurales, neumonia e hiperplasia
de los tejidos linforeticulares, aunque también es comun encontrar pericarditis fibrinosa
y necrosis en la piel (Leitao et al., 2001; Moulton and Coggins, 1968; Moulton et al.,
1975).

La teoria mds aceptada para explicar la patogenia hemorragica de la PPA aguda reside en
la interacciéon entre el virus y las células del sistema mononuclear fagocitico
(monocitos/macréfagos y células dendriticas), que son la diana principal de replicacion
del virus y el elemento clave para su diseminacion por todo el organismo (Colgrove et al.,
1969; Fernandez et al., 1992a; Gregg et al., 1995; Mebus, 1988; Sanchez-Torres et al.,
2003). Una vez el aislado virulento infecta a monocitos y macréfagos se activa una
cascada de sefializacién que culmina con la liberacion de factores solubles (Carrasco et
al., 2002; Gomez-Villamandos et al., 1998; Gomez del Moral et al., 1999; Salguero et al.,
2002; Salguero et al., 2005) que, a su vez, produce dos efectos devastadores: el dafio
irreparable en las células endoteliales vasculares y la apoptosis masiva de células
infectadas y de linfocitos no infectados. El dafio en las células endoteliales contribuye a
aumentar la permeabilidad vascular y a provocar alteraciones de la hemostasia. En
consecuencia, se produce una coagulaciéon intravascular diseminada (CID) que conlleva al

consumo de factores de coagulacién y plaquetas y la activacién de la fibrinolisis, dando



lugar a hemorragias generalizadas (Gomez-Villamandos et al., 1996; Schiefer and Searcy,
1975; Villeda et al., 1995; Villeda et al., 1993a; Villeda et al., 1993b). Por otro lado, la
apoptosis masiva de células infectadas y de linfocitos no infectados causa la destruccién
de los drganos linfoides (los mas afectados son el bazo y los linfonodos renal vy
gastrohepatico), lo que contribuye a la patologia hemorragica. Esta hipdtesis se ve
apoyada por el hecho de que el drea con apoptosis mas extensa es el tejido linfoide
difuso, donde se encuentra una gran densidad de macrofagos infiltrados (Carrasco et al.,
1996a; Gomez-Villamandos et al., 1995; Oura et al., 1998b; Ramiro-lbanez et al., 1996).
Este tipo de apoptosis inducida de células no infectadas, llamada by-stander, no es
exclusiva del VPPA. De igual modo, el virus de la inmunodeficiencia humana (Lu et al.,
1994), el virus de la anemia del pollo (Jeurissen et al., 1992), el herpesvirus bovino tipo |
(Griebel et al., 1990) y el virus del herpes simplex tipo | (Ito et al., 1997), entre otros,
también provocan este efecto.

Otro efecto provocado por la infeccién con el VPPA, es la activacion de la hematopoyesis,
hecho que tiene connotaciones positivas y negativas. Positivas, evitando una profunda
trombocitopenia al inicio de la infeccién al activar la proliferacion de megacariocitos; y
negativa, al estimular la proliferacion de neutréfilos, sensibles a la infeccidn y potenciales
diseminadores del virus (Carrasco et al., 1996b; Gomez-Villamandos et al, 1997,
Karalyan et al., 2012a). Esta alteracidn de la hematopoyesis induce al aumento de formas
celulares inmaduras y linfocitos atipicos en el torrente sanguineo (Karalyan et al., 2012a).
En fases tardias de la infeccion, el virus también es capaz de infectar y replicar en otros
tipos celulares, tales como células endoteliales (Edwards et al., 1984; Fernandez et al.,
1992a; Sierra et al., 1989; Vallee et al., 2001), megacariocitos (Edwards et al., 1984,
Gomez-Villamandos et al., 1998), plaquetas (Gomez-Villamandos et al., 1996), neutréfilos
(Carrasco et al., 1996b), fibroblastos (Gomez-Villamandos et al., 1995) y hepatocitos
(Sanchez-Cordon et al., 2008; Sierra et al., 1987).

En las infecciones con aislados menos virulentos, en las que se desarrolla PPA subaguda,
no se observa dafio endotelial ni CID, asocidndose la presencia de hemorragias a una

intensa vasodilatacidon e incremento de la permeabilidad vascular (Kleiboeker, 2002;



Mebus, 1988). Con aislados muy atenuados no se observa apoptosis en drganos linfoides
sino cierta proliferacién celular (Ramiro-lbanez et al., 1997), sobretodo de células B,
pudiendo llegar a provocar una hipergammaglobulinemia (De Boer et al., 1972; Leitao et
al.,, 2001; Pan et al.,, 1970). En estos casos, las lesiones tipicamente encontradas

obedecen a la formacién de inmunocomplejos (Fernandez et al., 1992b).

1.1.4. Diagnéstico de la PPA

Debido a la ausencia de una vacuna eficaz frente a la PPA, las campaiias de erradicacion
han tenido que sostenerse en medidas sanitarias y de control estrictas y en un
diagndstico diferencial rapido de los brotes, seguido del sacrificio masivo de los animales
infectados o potencialmente expuestos (Kleiboeker, 2002). Dichas medidas son del todo
imposibles de aplicar en las zonas tradicionalmente endémicas, principalmente del Africa
subsahariana, donde se vive en situacion de extrema pobreza.

Cuando aparece la sospecha de un brote de PPA aguda, el primer procedimiento que se
adopta es la realizacién de la necropsia de los animales afectados en busca de las
lesiones tipicas de la enfermedad en su forma aguda, tales como edema pulmonar,
esplenomegalia hemorragica, hipertrofia, hemorragia en linfonodos y petequias en
rifiones (Carrasco et al., 1997; Carrasco et al., 1996a; Mebus, 1988). Estas lesiones son
facilmente confundibles con otras enfermedades hemorrdgicas como la PPC o
septicemias bacterianas (OIE, 2012). El diagndstico de las formas crénicas de la PPA
resulta mas complicado al no poderse diagnosticar a través de lesiones macroscépicas en
los tejidos, debiéndose recurrir al diagndstico en el laboratorio (Kleiboeker, 2002).

En paises libres de la enfermedad o en zonas enzodticas con brotes esporadicos, el
aislamiento del virus resulta esencial tanto para el diagndstico como para caracterizar
epidemioldgicamente la cepa viral en circulacién y asi poder establecer las medidas de
control pertinentes. El aislamiento del VPPA se consigue gracias a la capacidad del virus
de replicar y provocar un efecto citopatico claro en cultivos primarios de macréfagos
porcinos que, ademds, puede ser confirmado mediante el test de hemadsorcién (HAD),

basado en la adherencia de eritrocitos a las células infectadas (Malmquist and Hay,



1960). No obstante, no todos los VPPA son hemadsorbentes, teniendo que recurrir a la
deteccion de antigenos virales o del genoma del virus. En estos casos, se realiza un
anadlisis por inmunofluorescencia directa (IFD) sobre los tejidos afectados para la
deteccidon de antigenos virales (Bool et al., 1969) o bien el uso de la técnica de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), tanto convencional como a tiempo real, para la
deteccion de DNA viral (Aguero et al., 2003; Aguero et al., 2004; King et al., 2003; Ronish
et al., 2011). Esta ultima técnica es muy sensible y permite detectar DNA viral en estadios
muy tempranos de la infeccién y también en infecciones crdnicas, donde la IFD pierde
mucha sensibilidad debido a los inmunocomplejos que se forman en los tejidos en este
tipo de infecciones (Sanchez-Vizcaino, 2006), ademas de permitir la secuenciacién del
material genético amplificado y su clasificacidn filogenética.

En los paises donde la PPA es endémica entre los cerdos domésticos, con casos de
enfermedad crénica o inaparente, el método mas efectivo de diagnosis es el analisis
seroldgico mediante ELISA (Escribano et al., 1989; Gallardo et al., 2006; Pastor et al.,
1990), immunoblotting (Escribano et al., 1990; Pastor et al., 1989) o IFA (Pan et al.,
1974), para la deteccién de anticuerpos especificos frente al virus. Estos analisis tienen el
inconveniente de no ser utiles para detectar infecciones recientes, cuando el animal
todavia no ha podido generar anticuerpos especificos, aunque han resultado esenciales
en los casos historicamente mas exitosos de erradicacion de la enfermedad, como
ocurrio a mediados de los afios noventa en la Peninsula Ibérica, donde practicamente las
formas predominantes de la enfermedad eran subagudas (Pastor et al., 1992; Pastor et
al., 1990).

Existen muchas otras técnicas de diagndstico de la PPA, pero nos hemos basado en las
que han sido validadas por la OIE (Capitulo 2.8.1: African swine fever, de la ultima edicién

del OIE: Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals).



1.2. El virus de la peste porcina africana (VPPA)

El VPPA es el Unico miembro de la familia Asfarviridae, del género Asfavirus (Dixon et al.,
2000; Salas, 1999). Es un virus grande, icosahédrico, con envuelta y con un genoma de
doble cadena de DNA, siendo el Unico Arbovirus conocido con DNA como material
genético. El VPPA comparte algunas caracteristicas genéticas con otras familias de virus
de DNA grandes, capaces de replicar, al menos parcialmente, en el citoplasma. Se ha
propuesto que estas familias de virus posiblemente compartan un antecesor comun,
formando una superfamilia de virus de DNA grandes nucelo-citoplasmaticos (NCLDV), en
la que se incluyeron también las familias Poxviridae, Iridoviridae, Phycodnaviridae y
Mimiviridae (lyer et al., 2006). Un analisis filogenético basado en la secuencia del gen
que codifica la DNA polimerasa del VPPA encuadra a Asfaviridae como un clado separado
entre Poxviridae e Iridoviridae (Raoult et al., 2004). El VPPA se asemeja estructuralmente
a Iridoviridae al tener, los viriones, morfologia icosaédrica (Carrascosa et al., 1984) y a
Poxviridae en su organizacion genética, compartiendo incluso motivos tales como
extremos terminales en forma de horquilla y la presencia de repeticiones terminales

invertidas (Gonzalez et al., 1986; Ortin et al., 1979; Salas, 1999; Sogo et al., 1984).

1.2.1. Morfologia del VPPA

Mediante microscopia electrénica, las particulas virales se observan con una clara
simetria icosaédrica compleja formada por multiples capas concéntricas. En el centro de
la particula se aprecia un nucleo interno que contiene el genoma viral cubierto de una
fina capa proteica (Breese and DeBoer, 1966; Carrascosa et al., 1984). Esta estructura
central nucleo-proteica mide entre 70 y 100 nm de diametro y contiene, ademas del
genoma, enzimas y otras proteinas que son empaquetadas en la particula viral, utilizadas
en etapas tempranas de la infeccién una vez el virus entra en la célula. Entre estas
proteinas se ha descrito una RNA polimerasa dependiente de DNA, un enzima encargado
del encapuchamiento del RNA mensajero (mRNA) y enzimas de poliadenilacién, junto
con otros factores requeridos para la transcripcidn temprana de los genes del VPPA. El

centro nucleo-proteico viral se encuentra rodeado por una envuelta lipidica interna cuyo



origen sigue provocando una intensa discusion (Hawes et al., 2008) y sobre la cual se
dispone la capside proteica (Andres et al., 1997). La capside, formada por entre 1.892 y
2.172 capsdmeros, mide entre 170-190 nm de didametro y posee simetria icosahédrica,
asimismo estd formada por distintas proteinas, siendo la p72 la mayoritaria (Andres et
al., 1997). Finalmente, los viriones extracelulares estan rodeados por una envuelta
externa que adquieren de la membrana plasmatica al salir de la célula (Breese and
DeBoer, 1966), alcanzando un didmetro de 175-215 nm (Almeida et al., 1967; Carrascosa

et al., 1984; Schloer, 1985) (figura 2).

Nucleoide
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Figura 2. Imagen de un virién extracelular mediante microscopia electrénica (A) y representacion

esquematica de la estructura del VPPA (B).

1.2.2. Ciclo infectivo del VPPA

Las principales dianas de replicaciéon del VPPA son los macréfagos porcinos que expresan
marcadores celulares caracteristicos de etapas avanzadas de diferenciacién. La teoria
sobre el sistema de entrada del virus a la célula mas aceptada (tanto en macroéfagos
como en células Vero) describe una introduccién mediante uno o varios receptores
proteicos, via endocitosis mediada por receptor (Alcami et al., 1989; Cuesta-Geijo et al.,
2012; Hernaez and Alonso, 2010). En cualquier caso, la entrada del VPPA en la célula no
se libra de polémica, ya que algunos autores han sugerido una introduccion alternativa
por fagocitosis (Basta et al., 2010) o, incluso, utilizando un proceso de macropinocitosis

(Sanchez et al., 2012b).



Pese a que los receptores de los macréfagos no han sido definitivamente caracterizados,
se ha asociado la susceptibilidad de infeccién por el VPPA con la expresion de los
marcadores celulares de superficie SWC9 y CD163, ambos asociados a la maduracién de
macréfagos (McCullough et al., 1999; Sanchez-Torres et al., 2003), habiéndose postulado
este ultimo (un receptor implicado en la endocitosis de complejos de hemoglobina)
como un potencial receptor de entrada del virus. En lo que se refiere a las proteinas del
virus implicadas en la entrada a la célula, estudios in vitro han demostrado que la
proteina p12 (pO61R) participa en la entrada en células Vero (Angulo et al., 1993),
mientras que las proteinas p54 (pE183L), p72 (pB646L) y p30 (pCP204L) participan en la
entrada del virus tanto en células Vero como en macréfagos. Estas proteinas estan
implicadas en diferentes etapas de entrada, asi mientras p54 (pE183L) y p72 (pB646L)
parecen implicadas en la unidn del virus a la célula, p30 (pCP204L) parece intervenir en la
internacidon del mismo (Angulo et al., 1993; Borca et al., 1994a; Gomez-Puertas et al.,
1998), apuntando hacia la existencia de un complejo mecanismo de entrada del virus al
macréfago en que muy probablemente participen varias proteinas del virus asi como
mas de un receptor celular.

Aunque a dia de hoy no estan totalmente esclarecidos los mecanismos infectivos tras la
entrada del virus en la célula, comentaremos la teoria mas aceptada. El VPPA se
desencapsida en compartimentos endociticos (endosomas tardios y lisosomas),
permitiéndose la liberacién del genoma viral al citoplasma celular, probablemente
gracias a la fusion de la membrana interna de la particula viral con la de la vesicula
endocitica, de una manera similar a lo descrito para el virus Vaccinia. Tras su salida al
citoplasma, el genoma viral, acomplejado con proteinas estructurales del virus, es
transportado por la red de microtubulos a las puntos de ensamblaje perinucleares,
adyacentes al centro organizador de microtubulos (Heath et al., 2001).

La transcipcidn de genes virales sigue una regulacion temporal similar a Poxviridae (Smith
and Law, 2004), que empieza con la transcripcion de los genes tempranos,
inmediatamente tras la entrada del virus, utilizando la RNA polimerasa, el enzima

encargado del encapuchamiento del mRNA, enzimas de poliadenilacién y factores de



transcripcién que se encuentran formando parte del nucleo proteico del virus (Salas,
1999). La expresidn de los genes tempranos da lugar a enzimas involucrados con el
metabolismo de nucledtidos y la replicacién del DNA, asi como otros factores necesarios
para la expresion de los genes tardios, que codifican, entre otras, las proteinas
estructurales, enzimas y factores que, a su vez, seran empaquetados en el virion.

A pesar de que la teoria mas extendida describe al VPPA como un virus exclusivamente
citoplasmatico, la realidad es que se ha demostrado claramente la existencia de una
etapa temprana de replicacion en el nucleo (Garcia-Beato et al., 1992; Rojo et al., 1999).
La implicacién de esta etapa nuclear inicial no estad caracterizada al detalle, de todos
modos, se conoce que el virus afecta profundamente a la organizacién nuclear,
provocando la reorganizacion de la lamina, la redistribucion de varias proteinas
nucleares, asi como la defosforilacion y la subsiguiente degradacion de la RNA
polimerasa Il, ayudando a enmtender los mecanismos de sut-off celular descritos en
infecciones con VPPA (Ballester et al., 2011).

La morfogénesis del virus es un proceso complejo que tiene lugar en las factorias virales
perinucleares, cerca del centro organizador de microtubulos (Heath et al., 2001). Las
factorias virales son estructuras intracitoplasmaticas de membrana que el VPPA (y otros
muchos virus) utiliza para ensamblar nuevas particulas (Heath et al., 2001; Rojo et al.,
1998).

La formacién de novo de viriones empieza con el reclutamiento de estructuras
membranosas procedentes del reticulo endoplasmatico (ER), proceso en el cual es crucial
la presencia de la proteina estructural p54 (pE183L) (Rodriguez et al., 2004), asi como
probablemente la proteina pXP124L (miembro de la familia multigénica MGF110)
(Netherton et al., 2004). Estas membranas del ER modificadas son incorporadas como
una envuelta interior en las particulas virales, sobre las que se ensambla la proteina p72
(pB646L), proteina mayoritaria de la capside, formando la tipica estructura icosahédrica
del VPPA (Cobbold and Wileman, 1998; Garcia-Escudero et al., 1998). En este proceso de
ensamblaje de la proteina p72 (pB646L), otra proteina viral parece jugar un papel

fundamental, pB602L, que actuaria como un chaperona (Cobbold et al., 2001), asi como



la proteina viral pB438L, necesaria para la formacién de los vértices de la estructura

icosahédrica (Epifano et al., 2006).
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Figura 3. Representacidon esquemadtica de la morfogénesis de nuevos viriones de VPPA (Salas and Andres,

2012).

Los componentes mayoritarios del nucleo viral son 6 productos obtenidos del
procesamiento de las poliproteinas pp220 (pCP2475L) y pp60 (pCP530R) por parte de la
proteasa viral pS273R: p150, p37, p34 y pl4 provinientes de pp220 (pCP2475L) y p35y
p15 que provienen de pp60 (pCP530R) (Alejo et al., 2003; Andres et al., 2002a; Andres et
al., 2001a; Andres et al., 2002b; Andres et al., 1997; Heath et al., 2003). El dltimo paso en
la maduracién del virién consiste en la incorporacién del genoma a la particula viral. Dos
modelos han sido descritos: en uno de lo modelos se propone que los complejos ntcleo-
proteicos (pronucleoides) se generan en las factorias viricas cerca de las particulas de
virus vacias, para después ser encapsidadas en las particulas virales ya ensambladas

(Brookes et al., 1996; Brookes et al., 1998); el otro mecanismo propone que el DNA



primero se encapsida, seguramente junto con las nucleoproteinas para, a continuacion,
condensarse dentro de la particula viral ya totalmente formada. Dando fuerza a esta
hipdtesis, experimentos con virus recombinantes que no expresan la poliproteina pp220
(pCP2475L) (Andres et al., 2002b) ni la pp60 (pCP530R) (Suarez et al., 2010) muestran
que la incorporacion del genoma del virus y las nucleoproteinas p10 (pK78R) y pA104R
en la particula virica depende del ensamblaje previo del nudcleo nucleoproteico.
Independientemente del mecanismo, el proceso no es muy eficiente, ya que se pueden
observar particulas viricas vacias muy frecuentemente.

Finalmente, para que las particulas viricas salgan de la célula, los viriones deben ser
transportados desde las factorias viricas a la membrana plasmdtica, excepto cuando la
célula muere por necrosis o apoptosis, tras lo cual las particulas de virus son liberadas
directamente. El movimiento de las particulas virales hasta la membrana plasmatica es
dependiente de la red de microtubulos y de la quinasa tipo | (Hernaez et al., 2006;
Jouvenet et al., 2004). De nuevo, la proteina pE120R parece jugar un papel importante
en el transporte de los viriones desde la factoria virica hasta la membrana plasmatica,
aunque el mecanismo de acciéon no se conoce totalmente. Durante su salida, el VPPA
adquiere una ultima envuelta lipidica que procede de la membrana externa celular y que

no es imprescindible para la infeccion (Andres et al., 2001b).

1.2.3. Genoma del VPPA

El genoma del VPPA esta compuesto por una Unica molécula de doble cadena de DNA
lineal, con los extremos unidos de forma covalente, recordando al genoma de Poxviridae
(Gonzalez et al., 1986). Cerca de ambos extremos se encuentra una zona rica en
repeticiones terminales invertidas (TIR), zona altamente variable entre los diferentes
aislados del VPPA (Yanez et al., 1995).

Actualmente se han secuenciado 12 genomas completos del VPPA, procedentes de
distintas zonas del globo, aislados en distintos momentos en el tiempo y con grados de
virulencia diversos, en los que se han identificado entre 150 y 175 fases de lectura

abiertas (ORF) (de Villiers et al., 2010). El primer virus secuenciado fue el aislado Ba71V



(PRINA15242), adaptado a células Vero y totalmente apatégeno, en el que se han
identificado 151 ORF, que codifican unas 50 proteinas estructurales y multitud de
enzimas relacionados con la replicacién del DNA viral, la transcripcién de genes vy
modificacion post-traduccional de proteinas (Yanez et al., 1995), todas ellas reguladas
temporalmente a nivel transcripcional por cuatro tipos de promotores distintos que
permiten dividir los genes del VPPA en inmediatamente tempranos, tempranos,
intermedios y tardios (Almazan et al., 1992; Almazan et al., 1993; Rodriguez and Salas,
2012; Rodriguez et al., 1996).

A parte de Ba71V, se han secuenciado 11 cepas de VPPA aisladas de campo, 8 de ellas
procedentes de Africa (aisladas de cerdos domésticos o salvajes africanos) y otras 3
europeas: la cepa portuguesa OUR/T88/3, la espafiola E75 (de Villiers et al., 2010) y la
georgiana Georgia 2007/1 (Chapman et al., 2011). Confirmando los datos obtenidos con
Ba71V, las secuencias de los genomas varian entre 170 y 192 Kbp y estdn constituidas
por una regidn central muy conservada y dos regiones variables situadas en los
extremos. La variacion en la longitud existente entre aislados del VPPA se debe
principalmente a la pérdida o ganancia de secuencias en estas regiones variables. En
dichas regiones se encuentran repeticiones en tdndem de secuencias no codificantes y
los miembros de las familias multigénicas (MGF), a los que se les atribuye una evolucién
mediante mecanismos de duplicacidon y divergencia de secuencias (Almendral et al,
1990; Blasco et al., 1989; Vydelingum et al., 1993; Yozawa et al., 1994), asociandose
algunas de ellas con el grado de patogenicidad del VPPA (Afonso et al., 2004; Chapman et
al., 2008; Dixon et al., 2012; Neilan et al., 2002; Zsak et al., 2001).

A pesar de no ser un virus altamente variable (comparado sobretodo con virus RNA),
mapeos de restriccion y la secuencia de fragmentos de DNA localizados en la regién
central del genoma (Wesley and Pan, 1982), incluida la secuencia del gen B646L, que
codifica la proteina mayoritaria de la capside p72 (pB646L), ha permitido identificar hasta
el momento 22 genotipos distintos del VPPA, 21 de los cuales (del Il al XXII) pertenecen al
este y sur de Africa. El nivel de diversidad entre los aislados de estas regiones se atribuye

a la larga historia evolutiva del virus en esta parte del continente africano, permitiendo la



evolucidon del virus en los huéspedes salvajes y sugiriendo la existencia de varias
introducciones desde el ciclo selvatico a la poblaciéon de cerdos domésticos importados
desde Europa (Bastos et al., 2003; Sumption et al., 1990; Wesley and Tuthill, 1984). En
claro contraste, la gran homologia de secuencia entre los aislados pertenecientes al
genotipo |, localizados en el oeste y centro de Africa, Europa, Caribe y Brasil, obtenidos
durante un periodo de 40 afios desde 1957, sugieren un Unico origen (Bastos et al., 2003;

Boshoff et al., 2007; Lubisi et al., 2005).

1.3. Respuesta inmunitaria y evasion del sistema inmune por parte del

VPPA

Como sucede con otras enfermedades viricas en las que las principales dianas de
replicaciéon del virus son las células del sistema mononuclear fagocitico, el sistema
inmunoldgico del huésped queda directamente afectado tras la infeccién con el VPPA,
viéndose alterada tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa (Mohamadzadeh
et al., 2007). Explotando esta caracteristica, el VPPA dispone de varias proteinas con
capacidad para modular la respuesta inmunoldgica del huésped tras la infeccidn,
permitiéndole evadir, en cierta medida, la respuesta inmunitaria. El nivel de alteracion
del sistema inmune depende en gran medida del grado de virulencia del aislado,
observandose una correlacidn directa entre su patogenicidad y la afectacién del mismo
(Correia et al., 2012; Dixon et al., 2004).

Desgraciadamente, la dificultad y el desconocimiento existente respecto al sistema
inmunitario de los reservorios naturales del virus: cerdos salvajes africanos y garrapatas
del género Ornithodoros; hace que practicamente todo el conocimiento obtenido
respecto a este tipo de interacciones se deba bien a infecciones experimentales en
cerdos domésticos o bien a estudios de infeccion in vitro, con las limitaciones que estos
estudios implican.

Aln asi y con estas premisas en mente, merece la pena dedicar un capitulo aparte de

esta introduccidon a describir lo que hasta el momento se sabe de las fascinantes



relaciones entre el VPPA y el sistema inmunitario porcino, clave para entender la

patogénesis viral y para el futuro disefio de vacunas eficientes frente al virus.

1.3.1. VPPA virulentos y genes implicados en la evasion del sistema inmunitario
Tomando como prototipo viral un virus altamente infeccioso capaz de provocar una
forma aguda de PPA, se desarrollan dos fenédmenos perfectamente caracterizados: i) el
virus infecta monocitos/macréfagos maduros en los que es capaz de replicar provocando
la salida de la célula de grandes cantidades de viriones y factores solubles
inmunomoduladores al exterior y ii) provocar la apoptosis de células circundantes,
principalmente linfocitos T y B no infectados (apoptosis by-stander) (Gomez-Villamandos
et al., 1995; Salguero et al., 2005). Asi pues, el virus tiene la capacidad de modular al
sistema inmunitario de dos maneras distintas pero complementarias al mismo tiempo,
asegurando de este modo la replicacién del virus a altisimos niveles sin que el sistema
inmunitario pueda impedirlo.

Correspondiendo con esta capacidad dual, los VPPA virulentos han demostrado disponer
de una serie de genes que actian como factores de virulencia ayudando a evadir la
respuesta inmunitaria (Dixon et al., 2004). Por un lado, el virus es capaz de modificar la
vida media del macréfago infectado mediante la activacion de genes implicados en
apoptosis, como A238L, con actividad pro y anti-apoptdtica a diferentes tiempos durante
la infeccion (Dixon et al., 2004), A179L (codifica una proteina con gran homologia al
protooncogen Bcl2) y A224L (codifica una proteina con gran homologia a la proteina IAP),
ambos con demostrada actividad anti-apoptdtica (Afonso et al., 1996; Brun et al., 1996;
Chacon et al., 1995; Nogal et al., 2001; Revilla et al., 1997) y los genes de las MGF 360 y
530 de los que no se conoce su funcidn especifica pero que estan claramente implicados
en la viabilidad celular (Neilan et al., 2002; Zsak et al., 2001). Del mismo modo el VPPA
dispone de una bateria de genes: A276L (MGF360), A528L (MGF530), 1329L y A238L,
capaces de expresar productos que inhiben la respuesta a IFN de tipo | (Afonso et al.,
2004; Correia et al., 2012; Gil et al., 2008; Powell et al., 1996). Cabe recordar que el IFN

tipo | es esencial para la defensa inmediata frente a infecciones virales. Otros genes



implicados en la evasién del sistema inmunitario son: EP402R (codifica una proteina con
gran homologia con el antigeno leucocitario CD2), responsable de la unién del virus a los
eritrocitos facilitando asi su diseminacidn por el organismo y que parece tener cierta
capacidad de inhibir de la linfoproliferacion (Borca et al., 1998), NL (DP71L) y UK (DP96R)
cuya delecién no afecta a la replicacion del virus en cultivos de macréfagos pero si que
reduce la virulencia de algunas cepas del VPPA in vivo (Zsak et al., 1998; Zsak et al., 1996)
y, nuevamente, A238L capaz de modular la respuesta pro-inflamatoria del animal
infectado al inhibir la actividad del factor nuclear kappa B (NFkB) y de la fosfatasa de la
calcineurina, inhibiéndose en consecuencia, la ruta de sefializacidén del factor nuclear de
células T-activadas (NFAT) (Gil et al., 2008; Miskin et al., 2000; Salguero et al., 2008).
Como cabia esperar, la eliminacién selectiva de ciertos genes implicados en virulencia,
provoca la atenuacién del virus (Afonso et al., 2004; Borca et al., 1998; Neilan et al.,
2002; Zsak et al., 1998; Zsak et al., 2001; Zsak et al., 1996), muy probablemente
facilitando su reconocimiento y control por parte del sistema inmunolégico del animal
infectado. En consonancia con estos resultados, se ha podido comprobar que aislados
virales naturales, capaces de provocar infecciones subagudas, tenian afectados uno o
mas de estos genes (Neilan et al., 2002; Zsak et al., 1998; Zsak et al., 2001; Zsak et al.,
1996). Este fendmeno podria explicar, al menos parcialmente, la patogenia de la
infeccién con virus atenuados que, a pesar de infectar la misma diana que aislados mas
virulentos de VPPA (el monocito/macréofago porcino) ni provocan la leucopenia
caracteristica ni apenas signos clinicos tipicos de la enfermedad, permitiendo la
activacion del sistema inmune, la resolucién de la infeccion y la aparicion de cerdos

capaces de resistir infecciones recurrentes.

1.3.2. Respuesta inmunitaria innata

Los monocitos y los macréfagos son células basicas para el correcto funcionamiento del
sistema inmunitario tanto innato, estableciendo una primera barrera de contencién de la
infeccidon, como adaptativo, actuando de mediador en la cascada de sefializacién. A su

vez, como ya hemos comentado anteriormente, son la diana principal de replicacién del



VPPA, siendo el grado de virulencia del mismo el que determinard el potencial de
destruccién de las células del sistema mononuclear fagocitico (Carrillo et al., 1994; Gregg
et al., 1995; Oura et al., 1998a; Sanchez-Torres et al., 2003).

Trabajos realizados in vitro con macroéfagos porcinos han podido demostrar, sin lugar a
dudas, que el VPPA es capaz de interferir en diversas cascadas de sefializacién
intracelular, alterando la transcripcion de genes inmunomoduladores y modificando asi
la respuesta inmunitaria del huésped (Gil et al., 2008; Powell et al., 1996; Zhang et al.,
2006). Desgraciadamente, todavia a dia de hoy existe una gran controversia sobre las
rutas de sefalizacidn alteradas a causa de la infeccién; controversia alimentada por la
imposibilidad de comparar los resultados obtenidos por los distintos autores, al utilizarse
aislados virales de distinta virulencia y origen, cultivos primarios distintos y protocolos de
estimulacion e infeccién también dispares entre si. A todo esto se deberia afiadir la
enorme heterogeneidad existente entre los datos obtenidos in vitro, con un Unico tipo
celular mantenido en cultivo, y los disponibles mediante la infeccion in vivo, a partir de
complejos tejidos en los que se detectarian no solo las modificaciones que el virus
provoca en la célula diana (monocitos/macrofagos), sino ademas las alteraciones
producidas en el resto de subpoblaciones celulares, tanto directa como indirectamente
(by-stander). A pesar de los diferentes e incluso contradictorios resultados obtenidos,
merece la pena destacar una serie de estudios realizados al respecto.

Trabajos realizados in vitro demuestran que una vez el VPPA infecta a los
monocitos/macréfagos, preferentemente los mas maduros (Sanchez-Torres et al., 2003),
se establece una expresion diferencial de genes que, en el caso de la infeccidn in vitro de
macréfagos alveolares porcinos con la cepa de alta virulencia Malawi LIL20/1, se traduce
en el aumento de la expresion de genes tales como citoquinas proinflamatorias,
guimioquinas, receptores celulares de superficie, moléculas de adhesidon, moléculas de
sefializacion intracelular, entre otras. De todos modos, el aumento de expresion de estos
genes parece ser transitorio y en etapas tardias de la infeccidn vuelven a su nivel basal
(Zhang et al., 2006), probablemente debido a la capacidad de determinadas proteinas

tardias del virus de provocar la parada de la transcripcién de genes del huésped (shut-off



celular) (Dixon et al., 2004), que finalmente desemboca en su muerte por apoptosis
(Gomez-Villamandos et al., 1998; Ramiro-lbanez et al., 1996) y/o necrosis (Gomez-
Villamandos et al., 1997; Sanchez-Cordon et al., 2008; Sierra et al., 1989). Diversos
autores corroboran in vivo estos datos, describiendo la habilidad de los macréfagos
infectados con diferentes cepas virulentas: E70, E75 y Malawi LIL20/1, de liberar al medio
extracelular determinados factores solubles como TNFa, IL1 e IL6 (Gomez-Villamandos et
al., 1997; Gomez-Villamandos et al., 1995; Gomez del Moral et al., 1999; Salguero et al.,
2005; Sanchez-Cordon et al., 2008). Dichos factores solubles colaborarian en la induccién
de apoptosis de células circundantes no infectadas (apoptosis by-stander), en su mayoria
linfocitos (Gomez-Villamandos et al., 1995; Gomez del Moral et al., 1999; Salguero et al.,
2005), facilitando asi la evasion del sistema inmune del huésped por parte del virus y su
expansiéon por todo el organismo (Oura et al., 1998b). La activacién de un fenotipo
proinflamatorio y procoagulante conjuntamente con la apoptosis de las células
endoteliales, ayudado por la replicacién del virus a tiempos tardios en estas células
(Vallee et al., 2001), facilita la activacion de la hematopoyesis en la médula ésea (Gomez-
Villamandos et al., 1997), asi como la secrecién de proteinas de fase aguda por parte del
higado (Carpintero et al., 2007; Sanchez-Cordon et al., 2008).

En contraposicion a lo hasta ahora comentado, encontramos otros estudios que afirman
qgue el VPPA inhibe muy eficientemente la secrecién de citoquinas proinflamatorias como
IL1 y TNFa en macréfagos alveolares porcinos infectados in vitro con cepas virulentas
(Malawi LIL20/1 y OUR/T88/1), coincidiendo con la deteccion de altos niveles del
inmunosupresor TGFB, postulandose que estas acciones pudieran venir mediadas por
factores inmunosupresores codificados en el genoma del virus (Powell et al., 1996;
Whittall and Parkhouse, 1997). Las diferencias obtenidas entre estos estudios nos indican
la cautela con que se deben tratar dichos estudios in vitro.

Independientemente de estos trabajos, se ha descrito que tras la infeccién con el VPPA
se evidencia una disminucién de la capacidad fagocitica y quimiotactica de los
macroéfagos, sin depender del grado de virulencia de la cepa utilizada (Martins et al.,

1987; Powell et al., 1996) y, de igual modo, la disminucidn en la expresién de antigenos



leucocitarios porcinos (SLA) de clase | y clase Il en las células presentadoras de antigeno
(CPA) infectadas tanto in vivo como in vitro (Gonzalez Juarrero et al., 1992; Ramiro-
Ibanez et al., 1997; Vallee et al., 2001); indicando que la interacciéon del virus con el
sistema inmunolégico no depende Unicamente de su grado de patogenicidad, tratandose
de un fendmeno mucho mas complejo.

Los datos arriba mencionados ganan validez cuando se realizan en paralelo estudios
comparativos de expresiéon de citoquinas inducidas tras la infeccién in vitro de
macrofagos porcinos con aislados de VPPA de distinta virulencia. Mediante PCR a tiempo
real se pudo confirmar que los virus atenuados inducian niveles mas altos de expresion
de las citoquinas IL6, TNFa, IL12 e IL15 que los aislados altamente virulentos tras la
infeccidn in vitro de macrdéfagos porcinos derivados de sangre (Gil et al., 2008; Gil et al.,
2003). Estos ultimos datos parecen encajar con el hecho de que in vivo los aislados
atenuados son capaces de provocar una respuesta innata del huésped que contribuiria a
controlar la primera oleada de infeccién dando tiempo al desarrollo de la respuesta

adaptativa (humoral y celular) protectora (Ramiro-lbanez et al., 1997).

Evidentemente, los monocitos/macréfagos no son la Unica subpoblacion celular
relacionada con la respuesta innata afectada por la infeccion con el VPPA. En general las
células NK (Natural Killer) juegan un papel muy importante en la lucha contra las
infecciones virales, eliminando las células infectadas y produciendo citoquinas (como el
IFNy) y quimioquinas (Zeromski et al., 2011), pero su papel en la infeccidon con el VPPA no
estd del todo esclarecido. En un estudio reciente, Leitao et al. (2001) nos demuestra la
implicacion que las células NK parecen tener en proteccién frente al VPPA tras la
infeccidn/inmunizacién in vivo con el aislado atenuado ASFV:NH:P68. En este estudio, los
animales que permanecian asintomdticos tras la infeccién veian acrecentada la actividad
de las células NK, resistiendo ademas al desafio posterior con la cepa virulenta L60
(Leitao et al., 2001). Curiosamente, en este mismo trabajo se correlacionaba la aparicidn
de viremia, signos y lesiones crénicas de PPA con la ausencia de actividad NK y la

presencia simultdnea de altos titulos de anticuerpos especificos; contrariamente a la



mayoria de argumentos esgrimidos respecto al papel protector de los mismos (ver
apartado 1.3.3.1.). En consonancia con estos resultados, ya en los primeros estudios
realizados en este campo se describia la activacion diferencial de NK dependiendo de la
virulencia del aislado. Asi, el aislado atenuado ASFV:NH:P68 era capaz de estimular la
actividad NK'y, en cambio, la cepa virulenta L60 la deprimia (Martins and Leitao, 1994).
Curiosamente, tras la infeccidn de cerdos con la cepa de moderada virulencia Malta 78 se
detectd un decaimiento en la actividad NK coincidiendo con el pico de pirexia, encajando
con el hecho de que las células NK extraidas de estos animales cultivadas a 402C
perdieran toda actividad NK (Norley and Wardley, 1983).

Teniendo en cuenta los datos de todos estos estudios, resulta claro que existe una
imperativa necesidad de esclarecer las modificaciones que ocurren en el sistema
inmunitario innato tras la infeccidn con aislados de VPPA de distinta virulencia. En
cualquier caso, la influencia del VPPA no se reduce a estas dos subpoblaciones celulares
(monocitos/macréfagos y células NK), teniendo también efecto sobre el sistema

inmunitario adaptativo, como veremos en el apartado siguiente.

1.3.3. Respuesta inmunitaria adaptativa

Como ya se ha comentado anteriormente, la infeccidon de cerdos con cepas virulentas de
VPPA provoca una enfermedad aguda con una mortalidad cercana al 100% en menos de
dos semanas tras la infeccion (Kleiboeker, 2002). Este tipo de infeccién provoca la
destrucciéon de monocitos y macrofagos directamente infectados (Fernandez et al.,
1992a; Sanchez-Torres et al., 2003), asi como una apoptosis by-stander masiva en tejidos
linfoides, lo que conlleva a una elevada leucopenia (Carrasco et al., 1996a; Gomez-
Villamandos et al., 1995; Oura et al., 1998b; Ramiro-lbanez et al., 1996). Como resulta
légico, la celeridad con la que la infecciéon progresa y la temprana muerte de los
animales, impide observar la formacién de una potente respuesta inmunitaria especifica
(Murphy et al., 2008).

Asi pues, la mayor parte de estudios sobre la respuesta inmune adaptativa se han

realizado infectando/inmunizando cerdos con virus atenuados naturalmente o con virus



recombinantes delecionados que no provocan mortalidad y si respuesta inmunitaria en
los animales infectados (Gomez-Puertas and Escribano, 1997; Gomez-Puertas et al.,
1997; Gomez-Puertas et al., 1998; Gomez-Puertas et al., 1996; Neilan et al., 2004; Onisk
et al., 1994; Oura et al., 2005; Wardley et al., 1985; Zsak et al., 1993). Esta bien descrito
que los animales que superan una infeccién con aislados atenuados de VPPA generan
una respuesta adaptativa que les permite sobrevivir a la re-infecciéon con una dosis letal
de la cepa homdloga virulenta, ofreciendo tan solo una proteccién marginal frente a
cepas heterdlogas (King et al., 2011; Neilan et al., 2004; Ruiz Gonzalvo et al., 1983). En lo
que se refiere a los mecanismos implicados en proteccidn, e independientemente del
debate abierto que hay en estos momentos, existen indudables evidencias de que tanto
los anticuerpos como las células T-especificas, pueden jugar un papel relevante en

proteccion.

1.3.3.1. Respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos

La induccidn de anticuerpos tras la infeccién con el VPPA no se ha estudiado Unicamente
con objetivos meramente diagndsticos (mas detalles en el apartado 1.1.4.), sino también
con el propdsito de desvelar el papel que los mismos juegan en la proteccién frente al
VPPA (Onisk et al., 1994) y en la patogenia viral, reflejado por ejemplo en la formacién de
inmunocomplejos (Fernandez et al., 1992b) e incluso quizads en el establecimiento de
cronicidad de la infeccién (Leitao et al., 2001).

La evidencia mas sélida de la importancia de los anticuerpos especificos en proteccion
frente al VPPA procede de estudios de transferencia pasiva de anticuerpos especificos
mediante calostro, suero de cerdos inmunes o inmunoglobulinas purificadas, en los que
se vio aumentada la tasa de supervivientes, retrasada la aparicion de signos de PPA y
reducidos los niveles de viremia en infecciones letales con VPPA virulentos (Onisk et al.,
1994; Schlafer et al., 1984).

A pesar de los experimentos de transferencia pasiva, algunos autores insisten en que el
virus per se es incapaz de inducir anticuerpos neutralizantes (De Boer et al., 1969; Leitao

et al., 2001; Oura et al., 2005; Salguero et al., 2008), teoria apoyada por el hecho de que



el virus pueda coexistir en circulacion en presencia de altos titulos de anticuerpos (Leitao
et al., 2001), como ocurre para otros virus como el de Marburg o el Ebola
(Dimmock, 1993).

Otros autores, sin embargo, defienden su existencia (Gomez-Puertas et al., 1998; Gomez-
Puertas et al., 1996; Ruiz Gonzalvo et al., 1986a; Ruiz Gonzalvo et al., 1986b; Zsak et al.,
1993). Un estudio pionero in vitro permitié la caracterizacion inicial de un epitopo
conformacional y neutralizante en la proteina mayoritaria de la capside p72 (pB646L)
(zsak et al., 1993). A continuacion, un estudio mas detallado permitié caracterizar varias
proteinas del virus reconocidas por los anticuerpos especificos implicados en proteccion
tales como las proteinas estructurales p30 (pCD204L), p54 (pE183L) y, nuevamente, p72
(pB646L), describiéndose dos mecanismos distintos de neutralizacién. Mientras los
anticuerpos que reconocen a p54 (pE183L) y p72 (pB646L) evitan la unidn del virus a la
célula, los que reconocen a p30 (pCD204L) evitan su internalizacién (Gomez-Puertas et
al., 1998; Gomez-Puertas et al., 1996), siendo ambos mecanismos complementarios y
necesarios para obtener efecto protector (Gomez-Puertas et al., 1996). De nuevo, cabe
remarcar que existe cierta controversia respecto a la capacidad protectora de los
anticuerpos inducidos frente a ciertas proteinas, llegando incluso a correlacionarse su
presencia con la aparicién de lesiones crdnicas de PPA (Gomez-Puertas et al., 1996; Reis
et al., 2007).

Durante la infeccion con aislados atenuados del VPPA, éste es capaz de inducir
anticuerpos especificos frente a otras muchas proteinas virales, aunque no se ha descrito
su capacidad neutralizante ni protectora, incluyendo: proteinas no estructurales
(reductasa de ribonucleétidos (pF334L), quinasa de timidina (pK196R) y ligasa de DNA
(pPNP419L)), otras proteinas estructurales (proteina similar a histona (pA104R) y proteina
de unidn al DNA (pK78R)) y proteinas de las que no se conoce actualmente su funcion
(pC44L, pCP312R, pE184L, pB602L, pK145R, pK205R) (Gomez-Puertas et al., 1996;
Kollnberger et al., 2002; Neilan et al., 2004; Reis et al., 2007; Zsak et al., 1993).

Cabe destacar que en todos los trabajos que defienden la existencia de anticuerpos

neutralizantes, siempre hay un consenso en cuanto a la incapacidad de neutralizar in



vitro el 100% del virus, quedando siempre una fraccién de virus no neutralizable
(alrededor de un 10%), seguramente debido a la induccién de anticuerpos capaces de
bloquear la neutralizacién (Gomez-Puertas and Escribano, 1997). Esta podria ser la
explicacion de la incapacidad de los anticuerpos de proteger totalmente frente al virus o
la persistente presencia de virus en cerdos afectados por PPA crdnica, incluso en
presencia de altos niveles de anticuerpos (Leitao et al., 2001).

Dejando de lado el papel que pueda tener la actividad neutralizante, también se han
contemplado otras vias de accion de los anticuerpos, tales como la citotoxicidad mediada
por anticuerpos dependiente del complemento (CDAC) o la citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpos (ADCC), que podrian jugar un papel protector en PPA
(Wardley et al., 1985).

Independientemente de su mecanismo de accidn, tanto los autores que confian en la
capacidad neutralizante como los que apuestan por otras vias de accién, consideran que
es esencial la existencia de anticuerpos especificos en el torrente circulatorio si se
quieren controlar las primeras rondas de replicacién del virus inmediatamente tras la
infeccidn in vivo, pudiéndose asi controlar la infeccién y superar la enfermedad (Onisk et
al., 1994; Wardley et al., 1985). De acuerdo con lo mencionado, a nuestro entender,
resultaria ideal que una vacuna del futuro fuera capaz de inducir, entre otras respuestas,
anticuerpos capaces de inhibir las primeras rondas de replicacion viral, sirviendo como
primera barrera de defensa frente a la infeccidn; que sea o no facil la induccién de este
tipo de respuesta protectora tras la vacunacion es otra cuestién que se abordard durante

la presente Tesis.

1.3.3.2. Respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T

Al igual que ocurre con la respuesta innata y con la respuesta humoral, poco se conoce
sobre la respuesta de los linfocitos T inducida tras la infeccién con el VPPA y, menos aun,
sobre su potencial papel protector. De igual modo, hay un gran desconocimiento sobre la

modulaciéon que el VPPA ejerce sobre esta subpoblacién celular, en muchos casos



indirectamente. Asi, como se vera a continuacion, existie de nuevo controversia entre los
diversos trabajos.

La mayoria de autores coinciden en que las cepas mas virulentas del VPPA provocan una
apoptosis masiva de linfocitos T indirectamente (by-stander), a lo que se puede afiadir la
capacidad del virus de inhibir la proliferaciéon de los linfocitos en respuesta a mitdgenos
(Childerstone et al., 1998; Leitao et al., 2001). No sucede lo mismo en infecciones con
cepas atenuadas (Leitao et al., 2001), en las que incluso se ha descrito el efecto inverso
(Ramiro-lbanez et al., 1997).

Se han realizado multitud de trabajos encaminados a identificar tanto la posible
implicacion de las células T en proteccidn frente a la infeccién con el VPPA como para
identificar los antigenos virales que son reconocidos por estas mismas células. Para este
tipo de estudios, al igual que en los trabajos de respuesta humoral, ha resultado esencial
contar con modelos de proteccién basados en virus atenuados (Alonso et al., 1997,
Canals et al., 1992; Jenson et al., 2000; Oura et al., 2005). De este modo y utilizando
células mononucleares aisladas de sangre periférica (PBMC), obtenidas a partir de
animales supervivientes a la infeccidn con un virus atenuado, se han podido realizar
ensayos de linfoproliferacion in vitro utilizando como estimulos tanto virus vivo como
virus inactivado con luz ultravioleta (no infeccioso). En todos los casos se pudo demostrar
que, aunque todos los estimulos promovian la linfoproliferacion celular, el mayor poder
linfoproliferativo se obtenia siempre tras la estimulacion con VPPA virulento homdlogo
no inactivado, manteniendo los virus virulentos heterdlogos cierta capacidad
linfoproliferativa. (Canals et al.,, 1992; Jenson et al., 2000). A pesar de que estos
resultados no son definitivos a la hora de demostrar la implicacién de estas células en
proteccién, permitieron postular la teoria de que las células T-CD4" podian jugar un papel
preponderante en proteccidn, muy probablemente facilitando la correcta actividad de las
células T-CD8" (Canals et al., 1992; Leitao et al., 2000; Takamatsu et al., 2012) y de las
células B secretoras de IgG especificas, mayoritariamente presentes en los animales

recuperados de la infeccidon con cepas atenuadas del VPPA (Reis et al., 2007).



Siguiendo este camino, existen evidencias irrefutables que demuestran la capacidad
protectora de otra subpoblacién de células T, en este caso los linfocitos T-CD8". Al igual
qgue en el caso de proteccién mediada por anticuerpos en los que los experimentos de
transferencia pasiva fueron claves (Onisk et al., 1994), la capacidad protectora de las
células T-CD8" quedd irrefutablemente demostrada mediante experimentos de deplecién
especifica de esta subpoblacién celular (Oura et al., 2005). De forma andloga a lo que
ocurre para los anticuerpos, las células T-CD8" no parecen poseer la capacidad de
proteger totalmente frente a la infeccidn, ratificando la mas que probable necesidad de
inducir ambos tipos de respuesta concomitantemente si se quiere obtener una
proteccidn total. Esta evidencia concuerda con el hecho de que los linfocitos T-CD8"
citotéxicos (CTL) de animales supervivientes a la infeccion con VPPA fueran capaces de
reconocer epitopos concretos expresados en la superficie de monocitos/macrofagos
infectados con cepas homdlogas o préximas, reconocimiento mediado por SLA-I (Alonso
et al., 1997; Jenson et al., 2000; Leitao et al., 2000; Leitao et al., 1998; Martins et al.,
1993).

Hasta el momento pocos son los antigenos virales que especificamente se han
identificado como dianas de las células T-CD8", incluyendo las proteinas p72 (pB646L)
(Canals et al., 1992; Leitao et al., 1998), pG1340L (Leitao et al., 2000), p30 (pCD204L)
(Alonso et al., 1997), p12 (pO61R) (Canals et al., 1992) y pl329L (Jenson et al., 2000).
Adicionalmente, se han descrito una serie de epitopos reconocidos por las células T-
CD8", descritos mediante una libreria gendmica aleatoria del virus, que no se han podido
asociar a ninguna ORF identificada (Jenson et al., 2000), pudiendo quizas corresponder a
fases de lectura no descritas como tales.

Todos los datos recién descritos parecen encajar con resultados mds recientes que
demuestran una correlacion muy directa entre proteccion y el nimero de células T
circulantes que especificamente secretan IFNy tras la estimulacién in vitro con el VPPA
(King et al., 2011). Un estudio mas detallado del mismo parece confirmar el papel

preponderante en esta induccién de células T dobles positivas CD8" y CD4", tipicamente



presentes en el cerdo doméstico (Alonso et al., 1997; Argilaguet, 2009; Canals et al.,
1992).

Con todos estos resultados en conjunto, parece claro llegar a la conclusién de que una
vacuna ideal deberia intentar inducir ambos tipos de respuesta inmunoldgica: humoral y
celular, si esto fuera posible. Nuestros resultados preliminares con DNA no parecen ser
muy halaglefios respecto a lo primero (Argilaguet et al., 2011; Argilaguet et al., 2012b)
(tema ampliamente desarrollado en el apartado 1.4.1.), aunque si permiten que
centremos esta Tesis en el segundo de los objetivos: inducir una respuesta celular

protectora lo mdas completa y eficaz posible.

1.4. Desarrollo de vacunas experimentales frente al VPPA

Hoy en dia no existe una vacuna frente al VPPA, siendo el diagndstico temprano de la
enfermedad y el sacrificio masivo de los animales las principales mediadas adoptadas
cuando se detecta un brote, como ya hemos comentado extensamente en el apartado
1.1.4. Diagndstico de la PPA. Con esta premisa en mente, es evidente que la generacién
de una vacuna eficaz es uno de los principales retos en el campo de la investigacién
de la PPA.

Las primeras vacunas desarrolladas frente a la PPA se centraron en la obtencién de virus
inactivados, ya fuese fisica (calor) o quimicamente, fracasando todos los ensayos a la
hora de inducir una respuesta protectora en los animales inmunizados (Forman et al.,
1982; Mebus, 1988; Montgomery, 1921; Stone and Hess, 1967). Por otro lado, el uso de
virus atenuados, bien naturalmente o bien tras su adaptacién en cultivo celular, resultd
muy prometedor en condiciones experimentales, confiriendo altos niveles de proteccion
(Gomez-Puertas et al., 1996; King et al., 2011; Malmquist, 1962; Neilan et al., 2004; Onisk
et al., 1994; Oura et al., 2005; Zsak et al., 1993). Desafortunadamente, su utilizacién
resulté no ser factible en campo, debido al alto riesgo que comportaba su posible
reversion hacia formas virulentas y al hecho de que los animales pudieran acabar
convirtiéndose en portadores. Un ejemplo muy ilustrativo de lo recién comentado

resulté del programa de vacunacion llevado a cabo en Portugal utilizando una cepa



atenuada del VPPA, en que se incluyeron mas de 500.000 cerdos y en el que murieron
mas del 20% de ellos, mostrando signos y lesiones compatibles con PPA, de las que se
pudo aislar gran cantidad de virus (Manso Ribeiro, 1962).

En las dltimas décadas, otras aproximaciones vacunales se han tenido en cuenta como,
por ejemplo la generacidn de virus atenuados genéticamente mediante la delecion de
genes especificos relacionados con la virulencia (Borca et al., 1998; Neilan et al., 2002;
Zsak et al., 1998), abriendo la posibilidad de obtener una vacuna viva atenuada segura a
la vez que eficaz (Lewis et al., 2000; Moore et al., 1998; Neilan et al., 2002; Zsak et al.,
1996). Desafortunadamente esta via no parece haber rendido los resultados esperados
hasta el momento actual.

A mediados de los afios noventa se obtuvieron resultados prometedores de proteccidn,
utilizando extractos crudos de proteinas del VPPA expresadas en el sistema de
baculovirus (Barderas et al., 2001; Gomez-Puertas et al., 1998; Ruiz-Gonzalvo et al.,
1996). Ensayos de inmunizacién utilizando concomitantemente las proteinas
recombinantes p30 (pCP204L) y p54 (pE183L) del VPPA expresadas en baculovirus
mostraron una correlacidon directa entre la induccion de una respuesta humoral
especifica y su capacidad para proteger al 50% de los animales frente al desafio letal,
aunque todos los animales desarrollaron signos clinicos de PPA (Gomez-Puertas et al.,
1998). Los anticuerpos neutralizantes inducidos frente a la proteina p54 (pE183L) fueron
capaces de inhibir la uniéon del VPPA a los macrdéfagos, mientras que los especificos
frente a la proteina p30 (pCP204L) inhibian su internalizacidon dentro de la célula (Gomez-
Puertas et al., 1996); siendo necesarios ambos mecanismos de neutralizacion para que la
proteccion resultara eficaz (Gomez-Puertas et al., 1998). A pesar de que estos resultados
se vieron confirmados tras la inmunizacidn con la proteina quimérica PQ, formada por la
fusion de p30 (pCP204L) y p54 (pE183L) (Barderas et al., 2001), un estudio paralelo
inmunizando con las mismas proteinas (p30 y p54) mds las proteina p72 (pB646L) y p22
(pKP177R) no fue capaz de reproducir estos mismos resultados, observdandose
Unicamente un ligero retraso en la aparicién de la enfermedad, sin obtener

supervivientes al final del ensayo (Neilan et al., 2004). Independientemente de que estos



resultados contradictorios pudieran deberse a la utilizacién de cepas virales y dosis de
desafio distintas, de todos modos, la realidad es que el proceso de produccién vy
purificacién de las proteinas hacia inviable el escalado de su utilizacién en condiciones de
campo.

Otro antigeno del VPPA utilizado con relativo éxito en protocolos de proteccidon frente a
la PPA fue la proteina CD2v (pEP402R, también llamada hemaglutinina (HA)), antigeno
responsable de la hemadsorcién y que comparte gran homologia con el antigeno
leucocitario CD2. La inmunizacion con células Sf9 infectadas con el baculovirus
recombinante que codifica a EP402R fue capaz de proteger frente al desafio letal con el
virus homoélogo de forma dosis dependiente (Ruiz-Gonzalvo et al., 1996). En este mismo
ensayo no se detectaron anticuerpos neutralizantes, a pesar de que todos los animales
desarrollaron anticuerpos especificos frente a HA. De todos modos, cabe destacar que en
el caso del Unico animal totalmente protegido (avirémico), dichos anicuerpos si que
fueron capaces de inhibir la infeccidn in vitro. El hecho de que se inmunizara con células
completas infectadas con baculovirus permite predecir que las inmunizaciones con HA
(pE402R) debian provocar también una potente respuesta celular Thl, tal y como ha sido
descrita para otros antigenos utilizando este tipo de protocolo de vacunacion (Bachmann
et al., 1994). La ausencia de metodologia en su momento impidié poder comprobar el
grado de respuesta celular inducida y/o su implicacion en la proteccion conferida.
Ampliando el rango de antigenos a utilizar, un estudio reciente centré sus esfuerzos en el
uso de péptidos sintéticos en base a la secuencia de varias proteinas del VPPA para la
inmunizacion de cerdos y, aunque tan solo consiguieron un retraso en la muerte de los
animales y un control relativo de la viremia; alcanzaron a identificar in vitro nuevos
epitopos con posible potencial protector (lvanov et al., 2011).

A continuacién, se dedica un apartado independiente a describir los avances obtenidos
en nuestro laboratorio en lo que se refiere al desarrollo experimental de vacunas frente a

la PPA.



1.4.1. Antecedentes del laboratorio.

Desde la apertura de los laboratorios de alta seguridad (NBS-3) del CReSA los esfuerzos
realizados por nuestro grupo de investigaciéon se han concentrado, justamente, en el
campo del desarrollo de nuevas estrategias vacunales frente a la PPA, centrandonos
esencialmente en vacunas DNA, en las que nuestro laboratorio tiene una amplia
experiencia (Leifert et al., 2004; Rodriguez and Whitton, 2000). Las vacunas que hemos
desarrollado hasta el momento se han basado en la utilizacion de tres de las proteinas
estructurales del VPPA: p30 (pCP204L), p54 (pE193L) y HA (pE402R), descritas en trabajos
iniciales usando sistemas de expresidon en baculovirus como inmunogénicas vy
potencialmente protectoras (Barderas et al., 2001; Gomez-Puertas et al., 1998; Neilan et
al., 2004; Ruiz-Gonzalvo et al., 1996). Una de las ventajas de la utilizaciéon de vacunas
DNA reside, aparte de en su sencillez y flexibilidad, en su idoneidad a la hora de
profundizar en el estudio de los mecanismos implicados en protecciéon frente a una
enfermedad sin interferencias de otros antigenos, bien sean del patégeno o del vector
vacunal (Baculovirus, Adenovirus o Vaccinia son virus muy complejos con multitud de
proteinas inmunogénicas y/o inmunomoduladoras). Asi, independientemente de los
resultados que se obtuvieron en cuanto a la proteccion conferida, se pudieron obtener
una serie de lecciones que han permitido entender un poco mejor la patogenia del VPPA
y realizar un disefio mas racional de nuestras vacunas experimentales. Los datos que a
continuacién se resumen, forman parte de la Tesis Doctoral del Dr. Jordi Marqués i

Argilaguet (Argilaguet, 2009) y han servido de punto de partida para la presente Tesis.

Por orden cronoldgico, la primera tentativa de inmunizacién con DNA se llevd a cabo con
la construccién plasmidica pCMV-PQ, plasmido que codifica una proteina quimérica (PQ),
resultado de la fusion de las proteinas p30 (pCP204L) y p54 (pE183L) del VPPA, bajo el
control del promotor eucariético del citomegalovirus humano (CMV). La vacunacién con
el pldsmido generado provocd una eficiente respuesta humoral en ratén, mientras que,
sorprendentemente, resultd totalmente ineficaz en cerdo, el huésped natural del VPPA.

En consonancia con esta falta de respuesta humoral y celular, los animales inmunizados



no sobrevivieron al desafi®é con una dosis letal de VPPA (10 UHAs, de E75L),
sucumbiendo a la vez que los animales del grupo control inmunizados con suero salino.
El hecho de que esta construccidn quimérica (PQ) resultara muy inmunogénica cuando se
inoculaba en forma de extractos proteicos tras la expresion en baculovirus (Barderas et
al., 2001) permitia descartar que la ausencia de una respuesta fuera debida a algun
problema estructural de la misma, poniendo en evidencia la baja respuesta inmune de
nuestra vacuna DNA y corroborando lo descrito para otras vacunas DNA en grandes
animales (Babiuk et al., 2003).

Aprovechando nuestra experiencia en el desarrollo de nuevas estrategias capaces de
mejorar la respuesta inmune tras la vacunacion con DNA, decidimos explorar varias
alternativas.

Inicialmente se explord la capacidad adyuvante de la molécula APCH1, potencialmente
capaz de dirigir los antigenos vacunales a las CPA. APCH1 consiste en el fragmento
variable de un anticuerpo obtenido a partir del hibridoma 1F12 (Gil Dones, 2003),
especifico para la cadena B de la molécula SLA-DR, perteneciente a la familia de SLA-II
(Bullido et al., 1997). La idea consistio en fusionar APCH1 a nuestro antigeno de interés
(PQ), con el objetivo de dirigirlo a la superficie de las células CPA, donde el SLA-DR se
expresa preferentemente (Lunney, 1994; Lunney and Pescovitz, 1987; Saalmuller et al.,
1991). En claro contraste a lo descrito para pCMV-PQ, la fusion de PQ a APCH1 permitid
potenciar la respuesta humoral y celular T-CD4" (restringida por MHC-II) inducida tras la
inmunizacion con DNA (utilizando el plasmido pCMV-APCH1PQ) en el cerdo.
Desafortunadamente, el fortalecimiento de la respuesta inmunitaria frente a p30
(pCP204L) y p54 (pE183L) no se vio reflejado en una mejora de la proteccidn frente a la
infeccion letal con el VPPA (10" UHAs, de E75L), incluso pudiéndose observar una
exacerbacion de la viremia, muy probablemente debida a la induccidn de anticuerpos
especificos frente a p30 (pCP204L) y p54 (pE183L), incapaces de reconocer al VPPA en su
forma nativa e ineficaces a la hora de neutralizarlo in vitro (Argilaguet et al., 2011).
Independientemente de que la vacunacidon con pCMV-APCH1PQ no confiriera proteccion,

la capacidad adyuvante de APCH1 quedé fuera de duda, si bien permite reflexionar sobre



la ineficacia de esta respuesta en proteccion frente al VPPA. Ratificando esta teoria, en
nuestro laboratorio pudimos también demostrar que la fusion de APCH1 a una serie de
epitopos B y T del virus de afiebre aftosa (VFA), mejord no sélo la respuesta inmune
inducida en cerdos tras la vacunacién con DNA (pCMV-BTT), sino que, ademas, mejoraba
la proteccion conferida frente a la infeccidén con el virus (Borrego et al., 2011). En este
caso, y a diferencia de lo que ocurrié frente al VPPA, la presencia de una potente
respuesta de células T-CD4" previa al desafio y la aceleracién de una respuesta de
anticuerpos neutralizantes inmediatamente tras la infeccidn, resultd suficiente para
conferir una proteccién total frente al VFA.

A pesar de lo descorazonador de los resultados iniciales con el VPPA, éstos nos han
permitido tomar conciencia definitiva de lo importante que resulta el conocer los
mecanismos implicados tanto en proteccién como en inmunopatogenia, a la hora de
disefiar vacunas racionales de futuro.

Con el objetivo de mejorar el potencial protector de nuestras vacunas DNA, decidimos
generar el plasmido pCMV-sHAPQ, codificando PQ fusionado al fragmento extracelular
de la HA, antigeno responsable de la aglutinacidon del virus (Ruiz-Gonzalvo and Coll,
1993). Esta estrategia fue disefiada obedeciendo a varios criterios: i) incluir la HA por su
potencial inmunoprotector, antigeno que ya habia sido utilizado con éxito en estudios
previos de inmunizacidn tras su expresion en baculovirus (Ruiz-Gonzalvo et al., 1996); ii)
eliminar su dominio intracelular, descrito como inmunosupresor (Borca et al., 1998; Kay-
Jackson et al., 2004) vy iii) incluir solamente la fraccion soluble de la HA (sHA),
aprovechando su alto grado de homologia con la molécula linfocitaria CD2 (Borca et al.,
1994b) y su potencial capacidad para transportar antigenos a las células que expresan su
receptor en superficie (CD2R"), principalmente CPA (Crosby et al., 2004). Ratificando la
hipétesis, la inmunizacién con pCMV-sHAPQ mejoré exponencialmente la respuesta
obtenida con pCMV-PQ, demostrdndose asi el potencial adyuvante de la sHA.
Desafortunadamente, al igual que ocurrié para pPCMV-APCH1PQ, la respuesta humoral y

celular inducida resulté totalmente ineficaz frente a la infeccion letal con el virus,



correlaciondndose de nuevo con la incapacidad de los anticuerpos inducidos de
neutralizar al VPPA in vitro (Leitao et al., 2001).

Teniendo en cuenta que los anticuerpos generados tras la vacunacién con DNA no
parecian resultar de utilidad, incluso pudiendo resultar potencialmente perjudiciales, se
decidid generar una nueva construccién plasmidica (pCMV-UbsHAPQ) en la que los
antigenos del VPPA utilizados hasta el momento; sHA (parte extracelular de pE402L), p30
(pCD204L) y p54 (pE183L) fueran expresados como una fusién con el polipéptido celular
ubiquitina (Ub). Esta estrategia, utilizada entre otros en nuestro laboratorio frente a
multitud de antigenos, ha demostrado ser de enorme utilidad para disefiar vacunas a la
carta en la que se pretende potenciar la respuesta T-CD8’, evitando, a su vez, la
induccidn de anticuerpos (Rodriguez et al., 1997).

Por primera vez desde que se comenzé la linea de investigacion de vacunas frente al
VPPA en el CReSA, tras la vacunacidon con pCMV-UbsHAPQ se pudo demostrar un cierto
grado de proteccidn frente a la infeccidn letal con el VPPA. Curiosamente, el grado
Optimo de proteccidon, medido tanto en el retraso en la muerte como en el grado de
proteccion (33%), se obtuvo tras la administracion de dos Unicas dosis de vacuna
(Argilaguet et al., 2012b), quizas debido a la aparicidén de bajos (e indetectables) niveles
de anticuerpos especificos y deletéreos tras la inmunizacidn recurrente con 4 dosis. Cabe
destacar que el estado general de los animales a dia 15 pi permitia aventurar la definitiva
recuperacion de los cerdos supervivientes, algo nunca conseguido antes con vacunas
DNA utilizando una dosis tan agresiva del VPPA.

Resulta de gran importancia remarcar que el grado de supervivencia correlacionaba con
la ausencia de virus en sangre a dia 3 pi y con la presencia concomitante de un nimero
anormalmente alto de células T-CD8" en sangre, permitiendo aventurar un papel de estas
células en proteccion. El primer capitulo de la presente Tesis estd dedicado precisamente
a la caracterizacién de epitopos T-CD8" responsables de dicha proteccion.

De lo visto hasta el momento, podemos definir que la eficacia de una estrategia vacunal
parece depender, en gran medida, del antigeno utilizado, de los mecanismos

inmunogénicos implicados en proteccion frente al patégeno en particular, asi como de la



capacidad de la estrategia vacunal de presentar el antigeno correctamente al sistema
inmunolégico. Pero la situacién se complica aun mds cuando se demuestra que esta
presentacion no sélo depende del antigeno per se (forma ubiquitinada y no ubiquitinada
por ejemplo), sino que ademads podria también verse influenciada por el vehiculo o
vector vacunal utilizado. Asi, mientras que pCMV-sHAPQ indujo una potente respuesta
de anticuerpos y celular, la vacunacién de cerdos con BacMam-sHAPQ (baculovirus
recombinante que expresa sHAPQ bajo el control del promotor eucaridtico CMV) indujo
Unicamente una potente respuesta celular en ausencia de anticuerpos, capaz de
proteger a los cerdos frente a un desafio subletal con VPPA (Argilaguet et al., 2012a).
Confirmando la hipdtesis de que la induccidn de anticuerpos no-neutralizantes podria ser

la responsable del fallo de protecciéon observado con pCMV-sHAPQ.

Los resultados arriba descritos, ademds de formar parte de la Tesis Doctoral de Jordi
Marqueés i Argilaguet (Argilaguet, 2009), han dado lugar a una serie de publicaciones en
las que he participado activamente: una patente, tres articulos publicados y un articulo

de revision recién aceptado en Virus Research.
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SLA-Il bearing cells. Vaccine 29, 5379-5385.
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OBJETIVOS

"Al cerdo mas ruin, la mejor bellota"






A dia de hoy no sélo no existe una vacuna eficaz frente a la PPA, sino que, ademas, existe
un enorme desconocimiento tanto sobre los mecanismos implicados en proteccién
frente a la misma como respecto de los antigenos del virus potencialmente protectores.
Dos son los objetivos generales que se pretenden abordar en la presente Tesis: i)
desarrollar nuevas estrategias vacunales frente a la PPA, caracterizando tanto el grado de
proteccion alcanzado como los mecanismos y antigenos implicados en la misma vy ii)
poner a punto un modelo de proteccion homdloga con virus atenuado que permita
profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en proteccién asi como en
los implicados en la respuesta inmunitaria asociada a la infeccidon (inmunopatogenia).

Avanzar en ambos objetivos facilitara un disefio mas racional de futuras vacunas frente a

la PPA. Con este propdsito general, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar la presencia de potenciales epitopos T-CD8" en las secuencias de las
proteinas p30, p54 y/o en el dominio extracelular de la hemaglutinina;
codificadas todas ellas en el plasmido pCMV-UbsHAPQ, capaz de proteger a un
33% de los animales vacunados frente al desafio letal con VPPA y en ausencia de
anticuerpos. En caso de éxito, caracterizar la capacidad protectora de los

epitopos identificados.

2. Generacién de librerias de expresion basadas en la secuencia gendmica del
VPPA. Caracterizacidn de su capacidad protectora frente a la infeccién letal con
el VPPA y, en la medida de lo posible, identificacién de antigenos individuales

del VPPA con potencial protector.

3. Puesta a punto de un modelo de proteccidn homéloga basado en la infeccién
con el aislado atenuado del VPPA E75CV1 y caracterizacién de la respuesta
inmunoldgica inducida. Evaluacién de la capacidad protectora de E75CV1 frente
a la infeccién con un aislado virulento diferente aunque de origen préximo:

Ba71L.



Estudio comparativo de la cinética de la respuesta inmune y de la patogenia
provocada por la infeccidon con los virus homdlogos E75L virulento y E75CV1
atenuado. Aplicacidon de técnicas viroldgicas, histopatoldgicas, inmunoldgicas,

moleculares y de gendmica y protedmica al estudio.
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ATERIALES Y METODOS

"Del cerdo se aprovechan hasta los andares”






3.1. Lineas celulares utilizadas

3.1.1. Lineas celulares estables

Las dos lineas celulares estables utilizadas a lo largo del trabajo experimental de la
presente Tesis fueron adquiridas directamente de la American Type Culture Collection
(ATCC) y son: fibroblastos de rifidn de mono verde africano (CV1) y células epiteliales de
rindn de mono verde africano (Vero).

Las células se mantuvieron a 372C en atmdsfera hiumeda con 5% de CO,, utilizando el
medio de cultivo del Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI, Sigma) para CV1 o el
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco) para Vero. Ambos medios se
suplementaron con penicilina a 100 Ul/ml (Invitrogen), estreptomicina a 100 pg/ml
(Invitrogen), L-glutamina a 2 mM (Invitrogen) y 10% (v/v) de suero fetal bovino (FCS)
inactivado por calor (Invitrogen), para convertirse en medios completos. Al tratarse de
lineas celulares adherentes, para realizar pases sucesivos las células se lavaron con
tampon fosfato salino (PBS, Lonza) y desprendidas del fondo de la botella de crecimiento
utilizando tripsina/EDTA (0,25% y 0,025% p/v, respectivamente, Sigma). Finalmente, las
células se conservaron a largo plazo a -1502C en medio de congelacién (90% FCS, 10%

dimetil sulféxido (DMSO, Sigma)).

3.1.2. Lineas celulares primarias

3.1.2.1. Células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Las PBMC porcinas se purificaron a partir de sangre recogida directamente en presencia
del anticoagulante heparina de litio mediante un gradiente de densidad sobre
Histopaque 1077 (Sigma). Un volumen de 20 ml de sangre diluida 1:1 en PBS (10 ml de
sangre con 10 ml de PBS) se deposité suavemente sobre un colchon de 7 ml de
Histopaque 1077 vy, tras su centrifugacién durante 30 minutos a 400 xg sin freno ni
aceleracidn, se recogid la interfase entre el plasma y el Histopaque 1077, conteniendo las
PBMC. Después de centrifugar las células 10 minutos a 400 xg se lisaron los eritrocitos
con 3,5 ml de agua destilada estéril a 42C durante 30 segundos, transcurridos los cuales

se suplementaron con 9 ml de cloruro de sodio (NaCl, Merk) al 3,5% para recuperar el



equilibrio osmdtico. A continuacién, se lavaron dos veces las PBMC con medio RPMI
1640 completo y, finalmente, fueron contadas en una cdmara de Neubauer tras la
exclusién con azul tripano (Sigma) y resuspendidas en medio RPMI 1640 completo a una

concentracion de 10° células/ml.

3.1.2.2. Macrdfagos alveolares porcinos (PAM)

Inmediatamente después del sacrificio de los cerdos, se extrajeron los pulmones
completos de los cerdos en condiciones de maxima esterilidad, para a continuacién
obtener los PAM tras realizar tres lavados consecutivos con 250 ml de PBS suplementado
con gentamicina a 1 pg/ml (Sigma). El recuento de los PAM se realizd en una camara de
Neubauer tras la exclusién con azul tripano y se conservaron a largo plazo a -1502C a una

concentracion de 50x10° células/ml en medio de congelacion.

3.1.2.3. Fibroblastos de piel porcinos

Los fibroblastos se obtuvieron de la piel de los cerdos supervivientes a la infeccién con
VPPA siguiendo protocolos previamente descritos (Takashima, 2001), con ligeras
modificaciones. Después de afeitar y desinfectar la piel del cerdo se cortaron dos
segmentos de 2 cm’ que, inmediatamente, se incluyeron en tripsina diluida al 0,5% en
PBS y se incubaron 16 horas a 42C. A continuacidn, en condiciones de esterilidad, se
separé la dermis de la epidermis, y la dermis se corté en trozos de 4 mm? Dichos
fragmentos se cultivaron en placas de Petri (Delta Lab) con medio RPMI 1640 completo a
37°C en atmodsfera de humedad con el 5% de CO,. Las placas se controlaron diariamente,
hasta la observacidon de monocapas de fibroblastos en el microscopio dptico invertido. En
ese momento se descarté el fragmento de piel y la monocapa de células se lavé con PBS
para, a continuacidn, ser desprendida del fondo utilizando tripsina/EDTA (0,25% vy
0,025% p/v, respectivamente). Finalmente, los fibroblastos se emplazaron en una botella
de cultivo celular (Biolite) a 372C en atmdsfera hiumeda con el 5% de CO,, realizando

pases cuando la confluencia lo indicaba (90%) y congelando las células en cada pase.



Actualmente, el pase mads alto que se ha realizado es el nimero 54, sin que las células

hayan perdido viabilidad.

3.2. Prediccion de epitopos CTL in silico basados en la secuencia de las

proteinas virales: p30, p54 y sHA

3.2.1. Prediccion tedrica de epitopos CTL en la secuencia de sHAPQ

La prediccion in silico de los epitopos CTL incluidos en la secuencia de sHAPQ se basé en
su afinidad para unirse al transportador asociado con el procesamiento antigénico (TAP),
usando un modelo de regresién de mdquina de soporte vectorial (Diez-Rivero et al.,
2010). Este modelo se basa en la idea de que los epitopos que sean capaces de unirse a
TAP podran ser transportados mas eficientemente desde el citosol hasta el ER para ser
presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | (Hammer et
al., 2006), lo que a su vez influird en su capacidad para inducir una respuesta T-CD8"
especifica. Este modelo se desarrollé para predicciones en humanos, pero estudios
computacionales sugieren que se puede aplicar en los mamiferos en general.

Asi pues, siguiendo este modelo se disefiaron 53 péptidos de 9 aminoacidos (AA) cada
uno partiendo de las secuencias aminoacidicas completas de los antigenos p30 (18), p54
(7) y sHA (28) (tabla V). Los péptidos sintéticos de 9 AA se encargaron a Sigma Aldrich,
siendo sintetizados con el sistema PEPscreen™ y entregados liofilizados en un rango de 1
a 6 mg. Dichos péptidos fueron resuspendidos en PBS con el 10% de DMSO dejandolos a

una concentracion final de 10 mg/ml.

3.2.2. Anadlisis predictivo de la localizacion de los péptidos F3 y A6 en la estructura
de la HA

El analisis predictivo se realizd mediante el programa Jalview, basado en el alineamiento
multiple de secuencias desarrollado por el grupo de Geoff Barton de la Universidad de

Dundee.



3.3. Obtencion de construcciones plasmidicas para inmunizacion

3.3.1. Obtencidn de las construcciones pCMV-sHAPQ y pCMV-UbsHAPQ

Los plasmidos pCMV-sHAPQ y pCMV-UbsHAPQ estaban disponibles en el laboratorio en
el momento de comenzar este trabajo (Argilaguet, 2009).

Brevemente, la secuencia amplificada por PCR de dos antigenos inmunodominantes del
VPPA: p30 y p54 (obtenidas del aislado E75L, PRJEA41377) se clonaron en pauta de
lectura con la fraccidn extracelular de la HA (sHA, posiciones 61 a 612 de la secuencia
aminoacidica de la HA) en el plasmido de expresion pCMV (Clontech). De este modo se
formé la construcciéon pCMV-sHAPQ (figura 4 A). A continuacién, la secuencia de sHAPQ
se clond en pauta de lectura con la secuencia de la poliproteina Ub (NC_000071.6), con el
objetivo de mejorar la presentacidén antigénica en el contexto de las moléculas de SLA-l y
potenciar la respuesta T-CD8" inducida tras la vacunaciéon (Rodriguez and Whitton, 2000),

formandose asi el plasmido pCMV-UbsHAPQ (figura 4 B).
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Figura 4. Representacion esquematica de las construcciones plasmidicas generadas en el laboratorio: pCMV-

SHAPQ (A), pPCMV-UbsHAPQ (B), SHA-ELI (C) y Ub-ELI (D).

3.3.2. Generacion de librerias genémicas de expresion (ELI) basadas en el genoma de
Ba71V fusionadas a sHA o a Ub

Los fragmentos para la generacidn de las ELI provenian de la coleccién de plasmidos
pBR325 y pBR322 que contienen los fragmentos generados tras la digestion del genoma
completo de Ba71V (aislado de VPPA adapatado a crecer en células Vero y apatégeno in
vivo) con los enzimas de restriccion EcoRl y/o Sall (Ley et al., 1984). Los fragmentos
utilizados y su localizacién en el genoma completo de Ba71V estan resumidos en la tabla

I. En total se contd con nueve plasmidos que cubrian el 76,5% del genoma de Ba71V: un



fragmento de restriccién EcoRl/Sall (RA/SC), cuatro fragmentos de restriccion Sall (SD,

SB, SE y SH) y cuatro fragmentos de restriccién EcoRl (RC, RC’, RD’ y RB) de longitudes
variables (figura 5).

Tabla I. Fragmentos de restriccion generados tras la digestion del genoma de Ba71V con los enzimas de

restriccion EcoRl y/o Sall, y utilizados como punto de partida para la construccion de las ELI.

Numero de colonias

Region del genoma de Ba71Vv seleccionadas para formar

Enzima de
Nombre resticcion Longitud (bp) cubierta (bp) parte de las ELI

RA/SC EcoRl/Sall 13.190 16.978-30.168 160
SB Sall 23.990 35.267-59.257 190
RC EcoRl 11.445 63.173-74.744 112
RB EcoRlI 14.828 77.738-92.566 190
RC’ EcoRlI 11.730 99.861-111.591 144
SD Sall 18.492 107.235-125.940 190
SE Sall 16.187 133.347-149.534 190
SH Sall 8894 149.534-158.428 72
RD’ EcoRl 10.788 159.313-170.101 95
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Figura 5. Representacion esquematica de los fragmentos del genoma del Ba71V generados tras la digestidén

con los enzimas de restriccion EcoRl y/o Sall, utilizados como punto de partida para la construccién de las ELI.

Los fragmentos de DNA viral, después de ser escindidos del plasmido de origen (figura 6
A), fueron digeridos totalmente con el enzima de restriccion Sau3Al, que reconoce la
secuencia nucleotidica *GATC? y tiene una media de corte cada 300-500 bp (figura 6 B y

C). Los fragmentos de restriccion generados se purificaron con el kit Minielute Cleanup

(Qiagen).



Como prueba de concepto inicial, los fragmentos obtenidos a partir de SD y SB se
clonaron aleatoriamente con la ligasa Quick ligase (BioLabs) en los plasmidos pCMV-Ubg;
y pPCMV-sHA; (una sola pauta de lectura), previamente digeridos con Bglll, generando las
ELI: sHA-ELlsp/sg ¥ Ub-ELlspsss (figura 6 C y D), respectivamente, compuestas por 380
clones cada una y que cubren aproximadamente el 8% de las ORF contenidas en el

genoma de Ba71V (figura6 Dy E).

Figura 6. Representacion esquematica de los pasos seguidos para la generacion de las ELI.

Los fragmentos generados a partir de los 9 pldsmidos originales que cubrian el 76,5% del
genoma de Ba71V se clonaron aleatoriamente en las tres pautas de lectura posibles en
los plasmidos pCMV-Ubgyr, vy pCMV-Ubgs que contenian sitios de reconocimiento
compatibles con Bcll y Bglll inmediatamente después de la Ub, de este modo los

fragmentos podian ser leidos en las pautas de lectura 1, 2 y 3 (Rodriguez et al., 2001). La



ELI finalmente generada (Ub-ELlompeta) CONsistia en una coleccién de 4.029 clones
individuales.

A continuacién, se procedié a la electrotransformacion de los productos de la ligacién en
Escherichia coli electrocompetentes (ElectroMax™ DH10B, Invitrogen) en las condiciones
de voltaje de 2.000 V, capacitancia de 25 uF y resistencia de 200 Q, en cubetas de 1 mm
(Bio-Rad) utilizando el Gene Pulser XCell (Bio-Rad). Para cada fragmento de restriccion y
pauta de lectura, se seleccionaron el nimero de colonias suficiente para asegurar la
representatividad de cada una de las ORF existentes. El nimero de colonias requeridas
en cada caso (tabla 1) se calculd teniendo en cuenta la longitud del fragmento original y el

numero de fragmentos generados tras la digestién completa con Sau3Al (figura 7).

N = 2*(In (1-P) / In (1-f))

f=m/L

Donde:

N: numero de colonias a picar

P: probabilidad (= 0,9)

m: longitud media de los fragmentos generados tras la digestion con Sau3Al

L: longitud total del fragmento tras la digestion del pladsmido con EcoRl y/o Sall

Figura 7. Férmula seguida para el célculo del numero de colonias necesarias para asegurar la

representatividad de cada uno de los fragmentos generados tras la digestién con Sau3Al en la ELI generada.

Los plasmidos de todos los clones de las ELI: Ub-ELlsp/ss, SHA-ELIsp/sp Y Ub-ELlcompleta, S€
purificaron con el kit Nucleospin 96 plasmid core (Macherey Nagel) y se secuenciaron,
mediante el método Maxam y Gilbert (Maxam and Gilbert, 1977), con el cebador Ub-F
(tabla 1) para comprobar la secuencia nucleotidica del genoma de Ba71V insertada. Para
tal fin se utilizd el servicio de secuenciacidn de la Universitat Autonoma de Barcelona. La
secuenciacién individual de cada clon facilitd la posterior seleccién de aquellos clones
que codificaban secuencias del genoma de Ba71V en la misma pauta de lectura que la
ubiquitina y la eliminacién de todos los clones que contenian las secuencias de p30, p54

y HA, evitando asi su posible inmunodominancia in vivo.



T'9L6ETT N St O121YI1L19I21VIVIOVLLIVOD Y-£9TAD 0z 1221192921%¥313191309 4-£9142
1Z6¥E80A 0z 1V1LVI99YYODI29YILIV Y-@1dN 0z YVYOLYIVOVOODYYIVIDILD 4-344N
29THTT WIN 0t 991IVVLLIODVIDIVOVYD y-Tesedse) (174 JUVYIVILLODVIVIOLILD 4-Tesedse)
hEPTZ AN oz 1191321¥vI11322199YD d-zgeuisusjag 0z 20112131321229121912 4-zgeuisuajaq
BEQETT WN 0z 121W21119131¥9229199 y-Tdeuisuajeq 0z JLV1I91122132132920v J-Tgeuisuajaq
£5696€43 8T J19 ¥¥9 239 9V9 V99 OYD ¥-zyg4oL 0z 99 VYV 319 D10 DLV I¥V 0L 4-zyg491
6£98€0T00 N T DILVVYVIILILIIVVVIODILD 4-T4g491 e OVILLO1ID911VIIVLLIID9YIL 4-THg4oL
SBOESX £T 1219V IVIVYODL1239910101 ¥-ANdI €t VILYILOVVDLOVILYID0VYYD 4-AN4I
T'9EZOETTO0 N oz 2191YvvYv919132201099 et 0z YvIIVIILVOOYYYIDLLIID Eparall
STHPTZ WN oz YY9OL11331911231¥9299Y -1 (44 WILDL121¥31991v9130910 Eprall
T'Z9E8TINI T YOLI1VLIY29199%913199D H-8T71 0z 1119192329¥VI1VIVD00Y 4-8T1
T'E08ETZ N 8T YILYYYYYDI9919200V H-€T7 (44 YOYYYV.19d119vI009919VY 4-€T1
LTEBON oz JOVVOVVYOLYDLIDD191VD Y-0rdzTl €t 0919VOVIVIOVVYOVYLVLIOVDD 4-0vdzTl
100021 oz JVOLYOLLYYYOVIODOVIV 4-0T7 81 9119113v929991VOVD 4-0T71
OFtrL50aY TC WI22VIOLI1122VYIVLIOLD H-871 TZ YivYV.ivIO19vI091voI1l 4-811
66EYTT WN oz D1VOOVOI2DLLLIVOYOYD -9 0z J0WL2201122912¥129591 4-971
T'S0ZFTZ NN 1T 119¥9OVIOYILY.LIIDILYID -5l 0z YIVOLLIOVOVOVIDOLODL 4-571
0Z0F6TAY LT 99vI1292219vvI191L H -1 LT JVVOYOYIDI0910911 Enall
SSOPTZ WN Tz 21112991¥199910120V0D 341 0t YOLIVYIVIVOYYI2D220D 341
TCELSX 8T 9911VIVOLL1399213D Y-D4NL 61 9122122112312112132 4-04NL
SE¥99200 St 1OVOOYYLVIVIVYVYYIVOLLODDD d-ed1L St ¥IOVLI29122IVI VYO LYYV LoV 4-Ed1L
T'69007SE00° MN £T VYOOI LI1VIVILYILLLDLD Y-14dH Tz VOOLLIVOOYOIIOLVLLYIL 4-14dH
66C99CAY 1T 911919111930VV999.LIVY Y-eulyoaIn 61 9123219992VLVIVYOLID 4-eUl|yoa1)
98LL0N St 199¥9Y192991191930¥I9VIVD (44 DIVVIDOILVYIOVILYILD9YD 4-eunoeq
0SESIZAY 44 99 LIVLLIVIDIIDVOLYLLID 4-S8T 44 IVILIDVVYOODIVIVYILIVO 4-S8T
(¥2db-14Y) pfosos sns
18624 T YOOV19.12911120%20L01130 Z4-AdS 8T YIVVYIYVYO92299YI019 Z4-4dS
1862y 34 J99OVLYVVOIILIOVIIDLIIVLD Y-)dS 6T JVVYIVYODIIDOVIILOLY 4-3dS
(42db-14) vddA
9'TLO000 IN 0z DOYYIVOOYIDLVOYVYYIODD 49N
Awod
059208 zU (dq) ‘Buon (.£ €.5) eppuandas Aquon (dqg) ‘8uoq (,€ €.5) epuandas alquon

"Odb-1uY A ¥ddb- 1Y “4dd 9p Sed1ud) se| esed sopezi|n s3IOPE]ID AP UQIE|AY || BlqE]



Todos los clones se conservaron en medio de congelacion para bacterias (85% Luria
Bertani (LB, Sigma) y 15% de glicerol (Sigma) a -802C.
Las técnicas moleculares utilizadas a lo largo de este trabajo estan basadas en protocolos

descritos por Maniatis y colaboradores (Maniatis et al., 1982).

3.3.3. Preparacion de las vacunas de DNA

Los clones conservados a -802C se descongelaron y sembraron en 5 ml de LB hasta
alcanzar una densidad o6ptica (DO) de 0,5 a una longitud de onda de 600 nm (DOg).
Estos precultivos se utilizaron para inocular 1 litro de medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml). En el caso de plasmidos individuales se inocularon 2 ml del
precultivo directamente en medio LB, mientras que en el caso de las librerias se
mezclaron 5 pl (Ub-ELlsp/sg y SHA-ELlsps8) 0 0,5 pl (Ub-ELlcompieta) de cada clon a incluir,
para finalmente inocular la mezcla en 1 litro de LB. Tras la incubacién del cultivo a 379C
durante 12 horas con agitacidn se realizd la extraccion de los pldsmidos utilizando el kit
EndoFree Plasmid Mega (Qiagen) para conseguir una preparacion de DNA libre de
endotoxinas lista para ser usada in vivo. La cuantificacion del DNA se realiz6 por
espectrofotometria (NanoDrop) y el DNA fue diluido en suero fisiolégico (Grifols) a una

concentracién de 400 pg/ml, previo a su inoculacién in vivo.

3.4. Cepas virales utilizadas en los estudios

3.4.1. Aislados del VPPA utilizados

Para las infecciones experimentales in vivo se utilizaron los aislados E75L, E75CV1 y
Ba71L. Las cepas Ba71L y E75L (virulentas) fueron aisladas en los brotes ocurridos en
Espafa en 1971 y 1975, respectivamente, y amplificadas en leucocitos porcinos. La cepa
Ba71L, por su parte, fue cedida por la Dra. Maria Luisa Salas (CBM).

El aislado atenuado E75CV1 se obtuvo tras 4 pases consecutivos de la cepa virulenta E75L

en cultivo de células CV1 (Ruiz Gonzalvo et al., 1983).



3.4.2. Titulacién del VPPA mediante la técnica de hemadsorcion

La determinacidon del titulo viral se basé en la utilizacidn de la técnica de la
hemadsorcidn. Se cultivaron PAM un minimo de 3 horas antes del ensayo, en placas de
96 pocillos (Biolite), a una concentracién de 4x10° células/pocillo. Para la titulacién se
dispensé cada muestra directamente sobre los PAM para, a continuacién, realizar
diluciones seriadas en base 10 (6 réplicas por muestra), 18 horas tras la infeccion se
dispensaron 20 pl de sangre de cerdo diluida 1:100 en PBS como fuente de eritrocitos
(Argilaguet et al., 2011). Cada 24 horas se observé la evolucion de la aparicion de las
tipicas “rosetas” de eritrocitos en cada pocillo, imagen tipica del fendmeno de
hemadsorcidn (figura 8) (Malmquist and Hay, 1960). El titulo viral se calculé teniendo en
cuenta la ultima dilucidn en la que se observaba el efecto hemadsorvente en el 50% de
los pocillos, viniendo asi definido en forma de unidades hemadsorbentes por mililitro de

muestra (UHAs,/ml) (Reed and Muench, 1938).

Figura 8. Imagen tipica de hemadsorcion en la que se observa la adhesion de eritrocitos a la superficie de los

PAM infectados con el VPPA.

3.4.3. Desarrollo de una nueva PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) y titulacion del
VPPA mediante la misma

3.4.3.1. Desarrollo de un estandar para la cuantificacion del VPPA mediante RT-gPCR

Con el objetivo de poder cuantificar el virus presente en tejidos y en hisopos nasales (HN)
obtenidos a partir de cerdos infectados con el VPPA, se disefié una nueva RT-qPCR,
basada en el gen que codifica la proteina quinasa de la serina (SPK, R298L) del VPPA

(Ballester et al., 2011), gen muy conservado entre VPPA filogenéticamente distantes.



Amplificamos la ORF de la SPK utilizando como molde DNA purificado de una muestra de
sangre positiva mediante hemadsorcién para VPPA (aislado E75L). Para la amplificacién
se utilizd FlexiGoTag (Promega) y los cebadores SPK-F y SPK-R (tabla Il) siguiendo
siguientes condiciones de PCR: i) un ciclo de 3 minutos a 959C para la desnaturalizacién
del molde de partida (DNA bicaternario), ii) 35 ciclos de amplificacién que comprende
cada uno un periodo de desnaturalizaciéon a 952C durante 30 segundos, seguido de un
periodo de 30 segundos a 582C que facilita el anillamiento (o hibridacion) de los
cebadores con el molde vy, finalmente, un periodo de 1 minuto a 729C que permite la
polimerizacién de las nuevas cadenas de DNA vy iii) un periodo adicional de 10 minutos a
7229C que permite la extensién de los productos de PCR incompletos.

Los productos de la amplificacion (891 bp) se corrieron en un gel de agarosa y se
extrajeron con el kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel) para ser cuantificados por
espectrofotometria (NanoDrop). El estandar se prepard partiendo de una concentraciéon
de DNA de 10° moléculas de SPK/ul, para a continuacién ir dismunuyendo

logaritmicamente hasta 1 molécula de SPK/pl.

3.4.3.2. Reaccion de RT- qPCR para la cuantificacion del VPPA

Se utilizé la RT-gPCR para titular virus en dos tipos de muestras obtenidas de cerdos
infectados con VPPA: hisopos nasales en PBS y tejidos. La extraccién de DNA de 200 ul de
suspension de PBS preincubado a temperatura ambiente con el hisopo nasal se realizd
mediante el kit NucleoSpin Blood (Macherey-Nagel) y la extraccion de DNA de tejido se
realizd a partir de 30 mg del mismo con el kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel),
siguiendo en cada caso las especificaciones del proveedor.

Los cebadores SPK-F2 y SPK-R2 (tabla IlI) para la RT-qPCR se disefiaron con el programa
Primer Express'™ (Applied Biosystems), resultando la reaccién de amplificacion en un
fragmento de 85 bp del gen que codifica la SPK (R298L). Las reacciones de amplificacion
se realizaron por triplicado en un volumen final de 20 ul, conteniendo: 2 ul de muestra,
900 nM de cada cebador y 10 pl de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied

Biosystems), usando el ABI 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) y



siguiendo las siguientes condiciones: 10 minutos a 952C, 40 ciclos de 15 segundos a 952C
y 1 minuto a 609C. Se realizé una curva de disociacion para corroborar la no formacion
de dimeros de cebadores. Las placas utilizadas fueron las MicroAmp™ Fast Optical 96-
well Reaction Plate (Applied Biosystems).

El limite de deteccién de la técnica usando el estandar anteriormente descrito resulté de
2 copias de DNA viral. Los resultados se expresan en log;, de las copias equivalentes del
genoma (GEC) por mililitro de hisopo nasal o bien log;, de las GEC por cada gramo de

tejido.

3.5. Infecciones in vivo

3.5.1. Ensayos de infeccion in vivo

Los cerdos empleados para todos los experimentos pertenecian a las razas Landrace x
Large White (cerdos convencionales) o bien Large White libres de patdgenos especificos
(SPF) de 6-8 semanas de edad. Los cerdos SPF son el estdandar minimo exigido por las
autoridades reguladoras competentes para las pruebas de evaluacidon de productos
destinados para uso humano y veterinario (CCAC, 1993; ILAR, 1996; OMS, 1998). Una
ventaja adicional que ofrece la utilizacidn de los cerdos SPF es la garantia de realizar los
experimentos en animales con un sistema inmunoldgico naif, facilitando la lectura de los

ensayos inmunoldgicos a realizar.

Para las inmunizaciones con DNA se utilizaron 600 ug de DNA diluido en suero fisioldgico
por animal y por dosis de inmunizacion (Argilaguet et al., 2012b) y para las
inmunizaciones con péptidos se utilizaron 100 pg de péptidos (1:1) en adyuvante de
Freund completo para la primera inmunizacion e incompleto para la segunda en
proporcién 1:1 con la mezcla de péptidos (Barderas et al., 2001; Gomez-Puertas et al.,
1998). En ambos casos, se administraron 2 dosis vacunales y cada dosis estaba separada
de la otra por un intervalo de 15 dias. Cada vacuna fue subministrada en un volumen
final de 1,5 ml, dividiendo la misma en tres partes iguales entre el cuadriceps femoral

izquierdo, la tabla muscular izquierda del cuello y subcutaneamente en la oreja izquierda,



siguiendo protocolos optimizados en el laboratorio (Argilaguet et al, 2011). La
proteccion conferida por cada prototipo vacunal fue evaluado dos semanas tras la
administracion de la atlima dosis vacunal, mediante la infeccion con VPPA, bien
utilizando la cepa virulenta E75L o el aislado atenuado E75CV1 (1ml de indculo
conteniendo 10* UHAs, en PBS); inoculado intramuscularmente en las tablas derechas
del cuello (figura 9 A).

Para establecer la dosis 6ptima de infeccidon/inmunizacion utilizando el aislado E75CV1 se
infectaron grupos de 4 cerdos con distintas dosis del virus: 10% UHAs,, 10* UHAS, y 10°
UHAs, (figura 9 B). Adicionalmente, 4 animales se conservaron sin infectar como
controles del experimento. Por ultimo los animales pre-infectados con la dosis de 10*
UHAs y los controles fueron re-infectados, a 28 dias post-infeccién, con una dosis letal
(10% UHA,) de la cepa virulenta E75L. El mismo procedimiento de caracterizacién de la
proteccion se llevé a cabo re-infectando 6 cerdos control y 6 cerdos pre-infectados con
10* UHA, de E75CV1 con la cepa virulenta Ba71L (figura 9 C).

Esta misma dosis viral fue la seleccionada para realizar los experimentos de patogenia
viral en los que se compard el curso de la enfermedad tras la infeccién con E75L o con
E75CV1. Para su realizacion se parti6 de 54 animales separados en 3 grupos de
tratamiento: i) 18 cerdos infectados con la cepa virulenta E75L sacrificados en grupos de
6 los dias 1, 3 y 7 pi; ii) 24 animales infectados con el aislado atenuado E75CV1
sacrificados en grupos de 6 los dias 1, 3, 7 y 31 pi; y iii) 12 cerdos no infectados utilizados
como control del experimento sacrificados en grupos de 3 los dias 1, 3, 7 y 31 pi

(figura 9 D).

Con la excepcidén de este ultimo experimento, en el que se realizaron sacrificios seriados
para la toma de muestras, los animales se sangraban los dias de interés por puncién en la
vena cava obteniendo, bien sangre anticoagulada (recogida en tubos que contenian
heparina de litio) para el aislamiento de PBMC y la extracciéon de RNA, o bien sangre para

la obtencién de suero (reogida en tubos si aditivos). Tras la infeccion con el VPPA



también se recogieron hisopos nasales los dias de interés para estudiar la excrecién viral.

En todos los casos, las muestras de tejido se recogian Unicamente el dia de la necropsia.
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Figura 9. Esquema de la planificacién de los experimentos in vivo: ensayos de inmunizacién con DNA (o
péptidos) y posterior infeccion con el virus virulento E75L (A); ensayo para la determinacion de la dosis
6ptima de infeccién/inmunizacién con el aislado E75CV1 (B); ensayo de inmunizacién con E75CV1 e infeccidn

posterior con cepas virulentas del VPPA (C) y ensayo de patogenia comparada con E75Ly E75CV1 (D).



Todos los procedimientos con cerdos Landrace x Large White (cerdos convencionales)
fueron realizados en granjas experimentales y/o en las instalaciones de bioseguridad
nivel 3 (NBS3) del Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA), siguiendo las guias de
Buenas Practicas Expermientales bajo la supervision del comité de ética y bienestar
animal de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Los expermientos con cerdos
Large White (SPF) realizados en las instalaciones del ANSES en Ploufragan (Francia) bajo
la supervision de la Direction des Services Vétérinaires des Cotes d’Armor (AFSSA nimero

de registro B-22-745-1).

3.5.2. Seguimiento clinico de la PPA

Tras la infeccién, los animales fueron observados diariamente para determinar la
aparicién de los signos clinicos caracteristicos de la PPA aguda. La valoracidn cuantitativa
del desarrollo de la enfermedad se basé en la aparicion de los siguientes signos clinicos
(escala del 0 al 4): temperatura rectal, cianosis, diarrea, hemorragias, postracién vy
pérdida de apetito. Los animales fueron sacrificados por razones éticas en el mismo
momento en el que la progresidn de la enfermedad imposibilitaba la vida sin sufrimiento,
para inmediatamente realizar la necropsia completa, incluyendo la valoracién de las
lesiones macroscdpicas y microscépicas de los distintos érganos extraidos segin Galindo-

Cardiel y colaboradores (Galindo-Cardiel et al., 2012).

3.6. Valoracion de la respuesta inmunolodgica

3.6.1. Medicion de la respuesta humoral o de anticuerpos especificos

3.6.1.1. ELISA para detectar anticuerpos especificos frente al VPPA

La determinacién de la presencia de anticuerpos especificos frente al VPPA en el suero
de cerdos vacunados y/o infectados se realiz6 mediante un ELISA de tipo indirecto,
utilizando antigeno soluble obtenido a partir de células infectadas con VPPA (OIE, 2012).
De una manera resumida, cada pocillo de una placa de ELISA de 96 pocillos (Nunc) se
tapizd durante 12 horas a 42C con 100 ul de la proteina correspondiente diluida en

tampon carbonato-bicarbonato pH 9,6 (5 pug/ml, Merk). Tras lavar 3 veces la placa con



PBS suplementado con Tween 20 al 0,05% (v/v, Sigma), éstas se bloquearon durante 1
hora a 379C con 200 pl de PBS suplementado con 1% albumina sérica bovina (BSA,
Sigma) (p/v). Los sueros porcinos diluidos 1:200 se incubaron durante 1 hora a 372C
y,tras los lavados correspondientes, se afadid el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa (a-1gG de cerdo diluido 1:20.000, Sigma) (tabla l1ll), incubando la reaccion
durante 1 hora a 372C. Tras los ultimos lavados, las reacciones se revelaron utilizando
3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina soluble (TMB, Sigma) como sustrato, parando la reaccién
con acido sulfurico 1 N (Merk). Los resultados obtenidos para cada punto fueron
representados como la absorbancia obtenida para cada pocillo a una longitud de onda

(A) de 405 nm.

3.6.1.2. Ensayo de inhibicion de la infeccion del VPPA in vitro

Para analizar la capacidad de los anticuerpos presentes en el suero de los cerdos
infectados de inhibir la infeccidn del VPPA in vitro, se inactivd el complemento de los
sueros durante 30 minutos a 562C para, a continuacidn, incubar 50 ul de cada una de las
diluciones de suero (1:10 6 1:20) con 50 pl de VPPA (4x10° UHA, de E75L) durante 1 hora
a 379C. Una vez facilitada la unién de los anticuerpos al virus anadido, la mezcla fue
utilizada para infectar monocapas de PAM previamente cultivados en placas de 96
pocillos. Este procedimiento se realizé por triplicado para cada dilucién y cada suero. 72
horas tras la infeccidn, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos para ser titulados

mediante la técnica de hemadsorcidn previamente descrita (apartado 3.4.2.).

3.6.2. Deteccion de la respuesta celular

3.6.2.1. ELISPOT para la deteccion de células especificas secretoras de IFNy porcino

Una vez obtenidas las PBMC porcinas, se determind la frecuencia de células especificas
secretoras de IFNy, presentes en sangre mediante un ensayo de ELISPOT (Diaz and
Mateu, 2005), tras la vacunacion y/o la infeccién. Para ello, se tapizaron placas de 96
pocillos Costar 3590 (Corning) con 50 pl/pocillo del anticuerpo a-IFNy porcino (clon

P2G10, BD Pharmingen) a una dilucién 1:100 en tampdn carbonato-bicarbonato (pH 9,6)



durante 18 horas a 429C. Tras lavar 3 veces con PBS suplementado con Tween 20 al 0,05%
(v/v) y bloquear las placas con medio RPMI 1640 completo durante 1 hora a 372C, se
afiadieron 5x10° PBMC en cada pocillo, bien en ausencia o bien en presencia de los
estimulos correspondientes y en un volumen final de 200 pl/pozo.

Los estimulos se prepararon de la siguiente manera: la cepa virulenta E75L se utilizd sin
inactivar (viva) a 10° UHAs, cada 10° PBMC, las proteinas p30, p54 y sHA expresadas en
baculovirus (Gomez-Puertas et al., 1998; Ruiz-Gonzalvo et al., 1996) se utilizaron a una
concentraciéon de 6 pg/ml y los péptidos de 9 AA disefiados a partir de la secuencia de
p30, p54 y sHA se utilizaron individualmente y también como una mezcla a una
concentracion de 4 ug/ml cada uno. Como control positivo se utilizé fitohemaglutinina
(PHA, Sigma) a 5 pug/ml y como control negativo se utilizé medio RPMI 1640 y/o una
proteina irrelevante de baculovirus (Bac) obtenida de la misma forma y utilizada a la
misma concentracion (6 pg/ml) que las especificas del VPPA.

Para las estimulaciones utilizando fibroblastos y PBMC autdlogos se procedié como
sigue: los fibroblastos SLA-I" de piel de cerdo se preincubaron durante 1 hora con los
péptidos apropiados a una concentracion de 4 ug/ml cada uno por separado y a 372C en
atmoésfera humeda con el 5% de CO,. Dichos fibroblastos se utilizaron, tras varios
lavados, como CPA en ensayos de estimulacion de PBMC autdlogas (ratio de 1:10). Como
controles negativos y positivos del ensayo se utilizaron fibroblastos preincubados con
medio RPMI 1540 (sin péptido) y PHA, respectivamente. En todos los casos, los ensayos
se realizaron por triplicado.

Tras 20 horas de estimulacion a 372C en atmdsfera humeda con el 5% de CO,, las células
se retiraron y, tras de los subsiguientes lavados con Tween 20 al 0,05% (v/v) en PBS, se
procedid a realizar una inmunotincidn. Con este objetivo se utilizaron 50 ul/pocillo de un
anticuerpo anti-IFNy porcino biotinilado (clon P2C11, BD Pharmingen) diluido 1:1000 en
PBS, y tras 1 hora de incubacién a 372C, se afiadié estreptavidina-peroxidasa (Biosource)
diluida a 0,5 pg/ml, siendo incubada 45 minutos a 372C. Finalmente, la reaccion fue

revelada utilizando TMB insoluble (Calbiochem).



Los resultados, una vez sustraidos los valores obtenidos de los pocillos del control
negativo (medio solo, proteina irrelevante o fibroblastos, dependiendo del experimento),
se representan como la frecuencia de células especificas secretoras de IFNy por cada

millén de PBMC (CS-IFNy/millén PBMC).

3.6.2.2. ELISA para la medicion de factores solubles en suero porcino

Se realizaron ELISA para medir en suero los siguientes 6 factores solubles: la fraccion
soluble del receptor CD163 (CISA-INIA, Madrid), IFNa (R&D), IFNy (BD Pharmingen), IL10
(Biosource), IL12 (R&D) y TNFa (R&D).

Todos los ELISA realizados consisten en ensayos de captura con protocolos similares,
especificados bien por el proveedor o bien por los creadores del método. A continuacion,
se especifica la metodologia del Unico ELISA sin protocolo comercial, el de deteccién de
la fraccion soluble del receptor de monocitos/macréfagos CD163 (sCD163).

En un primer paso se realizd el tapizado de las placas Costar 3590 durante 18 horas a
temperatura ambiente con 100 pul del anticuerpo de captura 2H12/BM (a-CD163) a una
concentracion de 10 pg/ml en PBS. Tras lavar las placas 3 veces con solucién de lavado
(Tween 20 al 0,05% (v/v) en PBS), se saturaron las mismas con 0,5% BSA en PBS durante
2 horas a temperatura ambiente. A continuacién, y después de lavar las placas 3 veces
con soluciéon de lavado, se afiadieron 100 pl de los sueros porcinos sin diluir y del
estandar que actla a su vez como control positivo de la técnica. Cada ensayo se realizé
por triplicado, incubando las reacciones durante 18 horas a 42C. Tras lavar las placas 5
veces con tampdn de lavado se dispusieron 100 pl/pozo del anticuerpo de deteccién
2A10 biotinilado (a-CD163-biotinilado) a una dilucion 1/1000. Después de incubar 1 hora
a 379C, las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 100 pl/pozo de estreptavidina-HRP
(Invitrogen), diluida 1/2000 en PBS para, a continuacidén, incubarla durante 1 hora a
379C. Finalmente, y después de lavar las placas 3 veces con solucidn de lavado, se
procedid al revelado con 50 pl de TMB soluble durante 10 minutos a temperatura
ambiente, para después afiadir 50 pl de solucién de parada (1 N de H,SO,). La lectura de

las placas se realizd con el Power Wave XS (Bio-Tek) y los resultados obtenidos para cada



reaccién fueron representados como los picogramos de sCD163 por mililitro de suero

porcino.

3.6.2.3. Caracterizacion por citometria de los fibroblastos de piel y de las poblaciones
celulares presentes en PBMC de cerdo

Las poblaciones celulares mas relevantes presentes en PBMC obtenidas de sngre de
cerdo y extraidas los dias de interés, fueron analizadas por citometria de flujo. Del mismo
modo, se analizaron los fibroblastos aislados de piel. Todos los marcajes con anticuerpos
especificos se realizaron en frio y sin permeabilizar, con el objetivo de marcar antigenos
de la superficie celular, utilizando los siguientes sobrenadantes de hibridomas sin diluir:
a-CD163 (clon 2A10/B11), a-SWC3 (clon Ba1C11), a-p30 (clon 1D9), a-SLA-I (clon 4B7/8)
y a-SLA-Il (clon B14H2). Como control de isotipo I1gG1 se utilizd el clon 6D12 y para el
control de isotipo IgG2a se utilizé el clon 1D9 en aquellas muestras de células de cerdos
no infectados con el VPPA. Con la idea de realizar marcajes multiples se utilizaron
anticuerpos secundarios especificos de isotipo conjugados con fluorocromos distintos
(diluidos 1:200): a-1gG-FITC (Sigma), a-lgG1-APC y a-lgG2a-Cy2, (ambos de Vitro). En
paralelo, se realizaron marcajes directos con anticuerpos monoclonales especificos
comerciales ya conjugados (diluidos 1:100): a-CD4a-PerCPCy5.5, a-CD8a-
AlexaFluor™647 y a-CD21-PE (todos de BD Pharmingen) (tabla Il).

Los fenotipos de los linfocitos fueron caracterizados mediante citometria de flujo (BD
FACSaria ) utilizando diferentes combinaciones dobles o triples de los anticuerpos
mencionados. Los protocolos de marcaje derivan del anteriormente descrito por Denyer
y colaboradores (Denyer et al., 2006). Brevemente, se sembraron 10° células/pozo en
una placa de 96 pocillos con fondo en V (Corning) para, a continuacién, proceder al
marcaje especifico incubandolas con los anticuerpos primarios durante 1 hora a 42C. Tras
dos lavados (centrifugacion 3 min a 400 xg, se descarta el sobrenadante y se
resuspenden las células con PBS 1% FCS), las PBMC se incubaron con los anticuerpos
secundarios (en aquellos casos en que fuera necesario) durante 30 minutos a 42C. A

continuacioén, se volvieron a lavar las células dos veces y se fijaron con formalina (Sigma)



al 2% diluida en PBS para, finalmente, ser analizadas, previo filtrado (tubos BD Falcon),

en el citdmetro. El andlisis de los resultados se realizé con el programa FACSDiva 6.1.

Tabla Ill. Anticuerpos utilizados en protocolos de marcaje celular para anélisis por citometria de flujo e

inmunohistoquimica.

Anticuerpo Clon Antigeno reconocido Isotipo Procedencia
a-p30 1D9 Antigeno p30 del VPPA 18G2a J. Dominguez (INIA)
a-CD163 2A10/B11 CD163 de macréfagos porcinos 1gG1 J. Dominguez (INIA)
a-SWC3 BalC1l1l SWC3 de macréfagos porcinos 1gG1 J. Dominguez (INIA)
a-SLA-I 4B7/8 SLA-I de CPA porcinas 18G2a J. Dominguez (INIA)
o-SLA-II BL4H2 SLA-II de CPA porcinas 1gG2a J. Dominguez (INIA)
a-IPNV 6D12 irrelevante 1gG1 J. Dominguez (INIA)
a-CD4a-PerCPCy5.5 74-12-4 CD4a de linfocitos T porcinos 18G2b BD Pharmingen
a-CD8a-AlexaFluor™647 76-2-11 CD8a de linfocitos T porcinos - BD Pharmingen
a-CD21-PE B-ly4 CD21 de linfocitos B humanos 1gG1 BD Pharmingen
a-lgG1l-APC e Ac. de ratdn isotipo IgG1 conjugado a APC - Vitro
a-1gG2a-Cy2 Ac de raton isotipo 1gG2a conjugadoa Cy2 - Vitro
o-lgG-FITC ~ —=e Ac. de ratén IgG conjugado a FITC~ ————-- Sigma
a-mouse IgG-peroxidasa ~ ------- Ac. de ratdn IgG conjugado a peroxidasa ~ ------- Sigma
o-pig IgG-peroxidasa ~ ------- Ac. de cerdo IgG conjugado a peroxidasa - Sigma
a-rabbitlgG-peroxidasa - Ac. de conejo 1gG conjugado a peroxidasa ~ ------- Dako
a-Caspasa-3 9661 Caspasa-3 e Cell Signaling
a-MAC397 MAC387 Ag L1 (células mieloides) 1gG1 Dako

3.6.2.4. Transcriptémica diferencial en tejido y sangre

3.6.2.4.1. Extraccion del RNA

Para la extraccion del RNA de sangre anticoagulada con heparina se utilizé Trizol-Reagent
(Invitrogen) segun las especificaciones del proveedor. Brevemente, 200 pul de sangre de
cerdo se mezclaron con 500 ul de Trizol-Reagent y se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacidn, se incorporaron 100 ul de cloroformo (Sigma) y se agité
vigorosamente durante 15 segundos para, posteriormente, incubarse 3 minutos a
temperatura ambiente. Tras una centrifugacién de 15 minutos se recogié la fase acuosa
(la que contenia el RNA), a la que se le afiadieron 250 pl de isopropanol (Sigma)
mezclando por inversion e incubando 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd y lavé dos veces el RNA con etanol al 70% (Merk) para,
finalmente, secarlo al aire.

Para la extraccion del RNA de tejido sdlido (linfonodo gastrohepatico) se utilizé el kit

RNeasy Mini (Qiagen) segun las especificaciones del proveedor, partiendo siempre de 30



mg de tejido, previamente congelado en N, liquido inmediatamente tras la necropsia y
tratado con RNAlater ice (Ambion) previo a la manipulacién, segun especificaciones del
proveedor.

Todas las muestras de RNA se conservaron a -802C y se manipularon siempre

manteniendo la cadena de frio (hielo).

3.6.2.4.2. Tratamientos enzimaticos

Las muestras de RNA fueron sometidas a un tratamiento de DNAsa (Qiagen) para
eliminar las trazas de DNA que podrian haber quedado de la extraccion. Adicionalmente,
las muestras de RNA que provenian de sangre fueron sometidas a un tratamiento con
heparinasa | (Sigma) para eliminar la heparina de las muestras, ya que es un conocido
inhibidor de las polimerasas (Glaum et al., 2001; lzraeli et al., 1991). Después de cada
tratamiento el RNA se lavd para la eliminacidon de impurezas mediante el kit RNeasy

Minielute (Qiagen).

3.6.2.4.3. Retrotranscripcion

Tras realizar ambos tratamientos, 1 pug de RNA se usé como molde para la
retrotranscripcion (RT) a cDNA utilizando el kit iScript cDNA synthesis (BioRad), en un
volumen final de 20 pl. Cada cDNA fue diluido con 180 pl de agua DEPC (Sigma) para
conservarlo a una concentracion de 5 ng/ul a -202C, listo para su utilizacion. Se escogio el
RNA de 3 animales de cada grupo y punto temporal para ser retrotranscritos, en base a la
calidad y cantidad del mismo tras los tratamientos enzimaticos.

La eficiencia de la RT se comprobd mediante PCR convencional utilizando los cebadores
18S-F y 18S-R (tabla 1l), siguiendo el mismo ciclo que el especificado en el

apartado 3.4.3.1.



3.6.2.4.4. PCR a tiempo real para cuantificaciéon relativa (RRT-gPCR) de factores

implicados en la respuesta inmunitaria

Una vez comprobada la RT se procedié a medir la expresion de los factores implicados en
la respuesta inmunitaria mediante PCR a tiempo real para su cuantificacion relativa (RRT-
gPCR). La reaccién de la RRT-gPCR se realizé en un volumen final de 20 ul que contenian
2 ul de cDNA como molde, 10 pul de Power SYBR Green PCR Master Mix y los dos
cebadores a una concentracién final de 500 nM, usando el ABI 7500 Fast Real Time PCR
System bajo las mismas condiciones que las descritas en el apartado 3.4.3.2. Todas las
reacciones se realizaron por triplicado en la misma placa y cada placa (MicroAmp™ Fast
Optical 96-well Reaction Plate) se repitid en dos ocasiones. Los cebadores se disefiaron
usando Beacon Designer™ (Biosoft International).

Para estar seguros de la sensibilidad y fidelidad de los resultados obtenidos con la RRT-
gPCR, se llevé a cabo una normalizacidn interna de los genes analizados, utilizando tres
genes de referencia: 6-actina, ciclofilina y transferasa de hipoxantina-guanina
fosforibosilada (HPRT). Mediante este sistema se analizd la expresion diferencial de los

genes descritos en la tabla Il.

3.6.2.4.5. Analisis de los datos de la RRT-gPCR

-AACt

La expresion relativa de los genes se evalud por el método 2 (Livak and Schmittgen,

2001), en el que los valores de AACt corresponden a la férmula representada en la figura

10. Los valores de 272

menores de 1 significan inhibicidon de la expresidn, en este caso el
ratio de cambio (en inglés fold change) se calculé como 1/ratio y con el simbolo menos (-
) delante. Siguiendo este modelo, los valores de 1y -1 indican que no hay cambios en la
expresion, mientras que valores superiores a 1 indican sobre-expresién y valores

menores a -1 indican inhibicidn de la expresién.



AACE = [(CtGP - CtGR)grupa X (CtGp i CtGR)grupo cantroI]

Donde:

Ctg,: ciclo de cuantificacién del gen problema

Ctgp: media geométrica del ciclo de cuantificacion del gen de referencia
X: tratamiento

Figura 10. Férmula para el cédlculo de AACt para cada gen y muestra a medir, para la comparacién de la

expresion génica entre diferentes grupos experimentales.

3.6.2.5. Proteémica diferencial en linfonodo gastrohepdtico

3.6.2.5.1. Extraccion de proteinas del linfonodo gastrohepatico

Las muestras de linfonodo se homogenizaron mecanicamente en solucién de lisis (urea 7
M (Applichem), CHAPS 4% (p/v, Sigma), tiourea 2M (Merk), DTT 1% (Sigma), anfolitos
0,8% (Sigma), azul de bromofenol ~1 mg (Faga-Lab), DNAsa, cdctel inhibidor de proteasas
(Sigma) y PMSF 0,2 M (Sigma)), usando tubos cénicos y émbolos de cristal esmerilado. La
cantidad de tejido de partida fue de 100-300 mg lisados con 1,5 ml de solucidon de lisis.
Los homogenizados se incubaron 30 minutos a 49C con agitacién constante para,
posteriormente, ser centrifugados a 14.000 xg durante 15 minutos a 42C. Finalmente, se

extrajo el sobrenadante muy cuidadosamente para no arrastrar restos de tejido.

3.6.2.5.2. Cuantificacién de los extractos proteicos

La cuantificacién de proteinas se realizé mediante la técnica de Badford (Bradford, 1976)
(Bio-rad), midiendo la absorbancia a una longitud de onda (A) de 595 nm. Como patrén
de referencia se empled una dilucién seriada de seroalbimina (Sigma) empezando por la
concentracién de 80 pg/ul. Ante la imposibilidad de realizar los ensayos con todas las
muestras individualmente, los ensayos se realizon sobre mezclas de muestras segun el
tratamiento recibido y el tiempo seleccionado; reduciendo asi el nimero final de
muestras a analizar. Las muestras obtenidas se conservaron a -802C hasta su posterior

analisis.



3.6.2.5.3. Separacion de las proteinas por punto isoeléctrico (isoelectroenfoque, primera
dimensién)

Se realizaron 5 réplicas analiticas por tratamiento (controles, infectados con E75L e

infectados con E75CV1). Para cada réplica se utilizaron 600 ug de proteina a la que se
afiadid solucidn de rehidratacidn (urea 7 M, CHAPS 4% (p/v), tiourea 2 M, anfolitos 1%,
DTT 20 mM, PMSF 2 mM, céctel inhibidor de proteasas y azul de bromofenol ~1 mg)
hasta un volumen final de 300 pl. El isoelectroenfoque (IEF) se realizd con el Protean IEF
cell (Bio-Rad), utilizando tiras de gel de poliacrilamida ReadyStrips IPG de 17 cm, con
gradiente lineal de pH inmovilizado de 5 a 8 (Bio-Rad). Cada tira se depositd en un carril
de la cdmara de IEF y se cubrié con aceite mineral para evitar la evaporacion de la
muestra. A continuacidn, se siguieron las condiciones especificadas en la tabla IV a 202C.
Una vez acabado el IEF, las tiras se dispusieron durante 15 minutos en solucién de
equilibrado (Urea 6 M, Tris-HCl 50 mM pH 8,8, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (v/v), DTT 2%
(p/v), yodocetamida 2,5% (p/v, Merk) y H,O. EI DTT y la yodocetamida se afiadieron para

reducir los grupos Cys libres.

Tabla IV. Condiciones para la realizacion del IEF de las proteinas del linfonodo-gastrohepatico.

Pasos Voltaje (V) Tiempo (h:min) Voltios /hora (Vh)
Rehidratacion activa 50 12:00
1 250 (+) 00:15
2 8.000 (+) 02:30
3 8.000 (++) - 80.000
4 500 (++) Mantenimiento

(+): aplicacién del V en pendiente lineal; (++): pendiente répida

3.6.2.5.4. Separacion de las proteinas por tamafio en geles de poliacrilamida (segunda
dimensién)

La electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realiz6 en el Protean Plus

DodedaCell (Bio-Rad).Las tiras ReadyStrips IPG se ubicaron sobre geles de poliacrilamida
al 12% junto con una tira adyacente de papel Whatman impregnada con los marcadores
de peso molecular (Sigma), sellandolo todo con agarosa (Sigma) al 1% (p/v) con azul de

bromofenol para visualizar el frente de la electroforesis en el gel. La electroforesis de



desarrolld a temperatura ambiente (202C) en la solucidn: TrisBase (Sigma) 25 mM,
Glicina 192 mM (Sigma), SDS 0,1% (p/v) y H-0, aplicando 35 V durante 1 hora y 100 V

durante 14 horas o hasta que el frente alcanz el final del gel.

3.6.2.5.5. Tincidn de los geles de acrilamida

Los geles 2D se lavaron con H,0O ultra pura durante 1 minuto y, seguidamente, se
trataron con la solucién de tincion de Coomassie durante 18 horas. Esta solucién se
prepard en tres etapas: i) 80 g de H,SO, se diluyeron en 22,5 ml de H;PO, (Merk) 85%
completando con H,0 hasta alcanzar los 700 ml; ii) 1 g de Coomassie Brillant Blue (Bio-
Rad) se diluyé en 20 ml de H,0 a la que se aifadieron 200 ml de metanol (Panreac); v iii)
ambas diluciones se mezclaron, enrasando el volumen final a 1 litro con H,0 ultrapura.
Tras la tincidén de los geles, éstos se lavaron de 1 a 3 minutos con una solucién de 0,1 M
Tris-H3sPO,4 en agua ajustando el pH de la solucién a 6,5. A continuacién, se aclararon con
metanol al 25% en agua menos de 1 minuto para, posteriormente, lavar con H,SO, al
20% durante 24 horas. Finalmente, los geles se mantuvieron en H,0 ultra pura. Todas las

etapas se realizaron a temperatura ambiente (202C) con agitacién orbital suave.

3.6.2.5.6. Andlisis de imagen

Las imagenes de los geles se obtuvieron con un densitometro GS-800 (Bio-Rad) y se
analizaron con el programa PD-Quest™ versién 7.3 (Bio-Rad). El criterio minimo para
determinar la presencia o ausencia de los puntos (spots) proteicos fue de 10 unidades
por encima del valor de fondo y la normalizacién entre geles se basé en la cantidad total
de proteina por gel. Este tipo de normalizacién es el mds adecuado cuando se comparan
muestras parecidas con pocas proteinas que varien de unos geles a otros. Los criterios de
seleccidn cuantitativos para determinar diferencias entre las réplicas control y las de los
animales tratados fueron de 2<V<0,5 siendo V el volumen normalizado de la mancha en

unidades de ppm CNT (unidades de cuantificacién).



3.6.2.5.7. Identificacién de las proteinas

El proceso de identificacidon de las proteinas se realizé en los Servicios de Protedmica de

la Universidad de Cdordoba mediante MALDI-TOF/TOF y en el Centro de Investigacion

Médica Aplicada de la Universidad de Pamplona mediante trampa idnica, ambos centros

pertenecen a la ProteoRed. La utilizacién de dos técnicas permite identificar un mayor

numero de proteinas:

- MALDI-TOF/TOF: la extraccion de proteinas se llevd a cabo empleando la estacidn
automatica de homogenizado de geles ProPic (Genomic Solutions), tras lo cual se
digirieron con tripsina y los péptidos se analizaron en un espectrometro de masas
MALDI-TOF/TOF 4800 (Applied Biosystems) en modo automatico. Las proteinas
fueron identificadas por huella peptidica y confirmadas por MS/MS analizando al
menos dos péptidos por muestra. MASCOT (Matrixscience) fue el motor de
busqueda utilizado para la identificacién de proteinas sobre la base de datos NCBI.
Las identificaciones de proteinas con valoraciones mayores de 70 fueron
positivamente asignadas, después de considerar los valores de masa molecular y el
punto isoeléctrico.

- Trampa idnica: Los péptidos tripticos fueron analizados en una trampa idénica Q-TRAP
5500 (AB Sciex). La adquisicion de datos de MS/MS se realizd con el Analyst 1.5.2.
(AB Sciex) y se sometieron a andlisis con el programa Phenyx™ (GeneBio) utilizando
la base de datos UniprotKB/Swis-Prot para la identificacion de las proteinas. Aquellas
proteinas con una valoracion superior a 10 y con, al menos, dos péptidos asignados

fueron consideradas positivas.

3.6.2.6. Valoracion microscdpica de los tejidos mediante la tincion con hematoxilina-
eosina y de marcajes inmunohistoquimicos

Durante la necropsia de los animales infectados con VPPA se recogié el linfonodo
gastrohepdtico, entre otros tejidos. El linfonodo gastrohepatico se fijé por inmersion en
una solucion del 10% de formol (Sigma) para, posteriormente, incluirse en bloques de

parafina. A continuacidn, se obtuvieron secciones seriadas de 4 um de grosor que fueron



utilizadas bien para el estudio histopatoldgico (tincién con hematoxilina-eosina), o bien
para la detecciéon de virus, apoptosis (caspasa-3) o de infiltrados de macréfagos por

inmunohistoquimica.

3.6.2.6.1. Tincidon del tejido con hematoxilina-eosina

Previo a su tincidn las secciones de tejido se desparafinaron e hidrataron. Todo el
proceso se realizé a temperatura ambiente. La primera tincion que se llevd a cabo fue la
de la hematoxilina de Harris (Merk) durante 10 minutos, cubriendo la totalidad de la
seccidn de tejido. A continuacién se lavaron los tejidos con agua destilada durante 2
minutos para, seguidamente, realizar una diferenciacién en alcohol clorhidrico (Merk) al
0,5% en agua destilada durante 30 segundos, tras lo cual se volvieron a lavar las
secciones de tejido con agua corriente. El siguiente paso fue el viraje en agua amoniacal
(QuimiNet) al 0,5%, con el consiguiente lavado posterior con agua corriente. Finalmente,
se procedid a la coloraciéon con eosina (Merk) durante 20 segundos, tras la cual se
lavaron las secciones del tejido, se deshidrataron y montaron, listas para ser visualizadas

en el microscopio dptico.

3.6.2.6.2. Deteccién del VPPA en linfonodo-gastrohepatico

Previo a su tincidn con anticuerpos a-p30 (clon 1D9, tabla Ill), las secciones de tejido se
desparafinaron e hidrataron para, a continuacién, realizar un tratamiento con una
solucién al 3% de perdxido de hidrégeno (Merk) en metanol durante 30 minutos a
temperatura ambiente, con el objetivo de inhibir la peroxidasa enddgena.
Posteriormente, las muestras se trataron con EDTA (Sigma) diluido en agua destilada con
el 0,5% de Tween-20 (pH 8; 0,37 g/ml) a 982C durante 15 minutos para desenmascarar
los diferentes epitopos. Tras dejarlo enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos,
se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con TBS (10% Tris (Sigma), 0,9% NaCl) y
se bloquearon las muestras con TBS-2% BSA durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las muestras se incubaron a 4°2C durante 18 horas con el anticuerpo

monoclonal a-p30 (clon 1D9, tabla IlIl) diluido a 1:100 en TBS-2% BSA. Tras la incubacién y



posterior lavado, las muestras se incubaron con un anticuerpo secundario a-IgG de ratdn
conjugado a peroxidasa (Dako) diluido 1:200 en TBS-2% BSA. El sustrato empleado para
el revelado de los cortes fue 3,3’-diaminobencidina (Sigma), previo tratamiento con la

solucidon del complejo avidina biotina (ABC, Thermo Scientific).

3.6.2.6.3. Valoracién de la apoptosis en linfonodo-gastrohepatico

Para la valoracidn de la apoptosis en los tejidos se siguidé el protocolo previamente
descrito (3.6.2.6.2.), con ligeras modificaciones: como anticuerpo primario se utilizé un
policlonal de conejo a-caspasa-3 (Cell Signaling) diluido 1:100 y como anticuerpo
secundario se utilizéd un a-lgG de conejo conjugado a peroxidasa (Dako) diluido a 1:100

(tabla Il1).

3.6.2.6.4. Valoracién de infiltrados celulares en tejidos de cerdos infectados con el VPPA

Para la deteccion de macréfagos en los tejidos se siguid el protocolo previamente
descrito (3.6.2.6.2.), con ligeras modificaciones: el tratamiento previo al bloqueo se
realizd6 mediante un tratamiento con proteasa (Sigma) a 372C durante 8 minutos, como
anticuerpo primario se utilizd un policlonal de conejo a-MAC387 (Dako) diluido 1:40 y
como anticuerpo secundario se utilizé un a-lgG de conejo conjugado a peroxidasa diluido

a 1:100 (tabla III).

3.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico para la determinacién de diferencias significativas entre grupos de
animales que recibieron diferentes tratamientos o entre aquellos que respondieron de
manera diferencial en los parametros evaluados se realizdé mediante una T-Student
previa determinacién de la distribucién normal, la varianza y la homogeneidad de los

datos con el programa SigmaPlot 10.0.
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4.1. Identificacion y capacidad protectora de epitopos CTL especificos de
la HA del VPPA

Como ya se ha comentado en la introduccidn (apartado 1.4.1.), tras la vacunacidn con el
pldasmido parcialmente protector pCMV-UbsHAPQ, el numero de células T-secretoras de
IFNy especificas detectadas, tanto frente al virus como frente a proteinas especificas,
resultd sorprendentemente mas bajo que las detectadas tras la vacunacidon con el
pldsmido no protector pCMV-sHAPQ (Argilaguet, 2009). Con la aspiracion de ver
amplificada la sefial especifica obtenida tras la vacunacion, se utilizaron PBMC de cerdos
vacunados con pCMV-UbsHAPQ supervivientes a la infeccidn letal con E75L, sacrificados
15 dias tras la infeccidon. Sorprendentemente, los datos obtenidos ratificaron los
anteriores, no observandose apenas diferencias en el nimero de células T-secretoras de
IFNy en los animales supervivientes antes y después de la infeccion, al menos tras la
estimulaciéon con virus vivo (E75L) o con las proteinas p30, p54 y sHA del VPPA
(figura 11).
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Figura 11. Deteccidén de células T-especificas mediante ELISPOT de IFNy en PBMC extraidas de cerdos
vacunados con pCMV-UbsHAPQ vy supervivientes a la infeccidn con una dosis letal de E75L. Los resultados
muestran tanto la media como la desviacidn estandar observada dentro del grupo de supervivientes y para
cada uno de los estimulos utilizados: E75L, una mezcla de las proteinas p30, p54 y sHA (mezcla P) o cada una

de las proteinas por separado.



El hecho de que pCMV-UbsHAPQ hubiera sido capaz de conferir proteccidon en ausencia
de anticuerpos, junto con la marcada proliferacién de células T-CD8" observada en la
sangre de los animales protegidos, indicaba que debia existir una mayor respuesta
celular de la que se detectaba mediante ELISPOT tras la estimulacidén con virus vivo o las

proteinas p30, p54 y sHA.

4.1.1. Identificacion de dos epitopos inmunodominantes en la HA

Con el objetivo de caracterizar la identidad de los epitopos CTL potencialmente
protectores dentro de la construccion sHAPQ, se disefiaron in silico una bateria de
péptidos de 9 AA partiendo de las secuencias proteicas de p30 (18), p54 (7) y sHA (28)
del VPPA (tabla V). Esta prediccion se realizé teniendo en cuenta su tedrico potencial de
unién a las moléculas transportadoras TAP, esenciales para su presentacion al sistema
inmunoldgico como epitopos CTL (detalles en M&M).

Tras su sintesis, los péptidos fueron utilizados individualmente como estimuladores in
vitro en ensayos de ELISPOT, utilizando las PBMC de los animales supervivientes recién
descritos. De los 53 péptidos seleccionados, tan solo 2, pertenecientes a la secuencia de
sHA, fueron capaces de estimular especificamente las células T-secretoras de IFNy: el
péptido F3 (SVDSPTITY, posiciones 116 a 124 de HA) y el péptido A6 (TNGDILNYY:
posiciones 155 a 163 de HA). Curiosamente, dos de los cerdos supervivientes
respondieron principalmente al péptido F3 y en menor medida al A6, mientras que un
tercer cerdo tuvo una respuesta inversa, siendo la respuesta mas inmunodominante

frente al péptido A6 que frente al F3 (figura 12).
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Figura 12. Deteccidén de células T-especificas mediante ELISPOT de IFNy en PBMC extraidas de cerdos
vacunados con pCMV-UbsHAPQ y supervivientes a la infeccidn con una dosis letal de E75L. Los resultados
muestran, tanto la media como la desviacion estdndar obtenida en tres ensayos independientes para cada

animal tras la estimulacion con los péptidos A6 o F3.

4.1.2. F3 y A6 estimulan la secrecion de IFNy de una forma dependiente de SLA-I

Con el objetivo de confirmar la capacidad estimuladora de F3 y A6, se derivaron
fibroblastos autdélogos a partir de la piel de los mismos animales supervivientes (de los
que se extrajeron PBMC), con la finalidad de ser utilizados como CPA tras la incubacién
con los péptidos especificos.

Previo a la realizacion de estos ensayos, se procedid a la caracterizacion de los
fibroblastos obtenidos. Las células que se aislaron de piel de cerdo presentaban escaso
citoplasma y tenian forma de huso con grandes prolongaciones citoplasmdticas muy
extendidas, lo que coincidia con la tipica morfologia de los fibroblastos en cultivo celular
(Wheater et al., 1987) (figura 13 A). Mas relevante para los experimentos a realizar, los
fibroblastos expresaban SLA-I en superficie e indetectables niveles de SLA-II (figura 13 B-
D), lo que encajaba perfectamente con nuestro propdsito de usarlas como CPA capaces

de estimular células T-CD8" in vitro.



Tabla V. Péptidos de 9 AA basados en la secuencia de las proteinas virales: p30, p54 y sHA que

potencialmente podrian unirse a TAP en estudios in silico.

Nombre Secuencia Posicion Nombre Secuencia Posicion
Péptidos basados en la secuencia de p30 Péptidos basados en la secuencia de sHA
Al DIVKSAHIY 61-69 B1 TYCGIAGNY 57-65
H1 NKVIRAHNF 158-166 C1 VYLDKKINY 101-109
A2 FILNISMKM 3-11 D1 FNRTYELVY 94-102
B2 AHIYAGQGY 66-74 E1 KYQNYLSTR 197-205
D2 KTVQHIEQY 143-151 Cc2 CKNNNGTNV 133-141
G2 LRSSSQVVF 19-27 E2 YYDNNRSNF 48-56
H2 WNMTLHVLF 83-91 F2 YGGLFWNTY 40-48
A4 VVRLMVIKL 182-190 A3 NCTNPILKY 190-198
C4 RAHNFIQTI 162-170 B3 VFLNNIFTI 28-36
E4 HAGSLYNWF 28-36 C3 NIFTINDTY 32-40
F4 KTLLSTVKY 52-60 D3 WSTLNQTVF 21-29
H4 LLSHLHLMF 196-204 E3 YYWNGNNNF 162-170
G5 LYNWFSVEI 32-40 F3 SVDSPTITY 116-124
H5 NKLLSHLHL 194-202 G3 MINNTISSL 175-183
C6 ISMKMEVIF 7-15 H3 NTEIFNRTY 90-98
B7 LMVIKLLKK 185-193 A5 NNGTNVNIY 136-144
c7 AQEEWNMTL 79-87 c5 IFPNNTEIF 86-94
E7 IVTTAIKTL 46-54 ES EIFNRTYEL 92-100
Péptidos basados en la secuencia de p54 F5 GGLFWNTYY 41-49
F1 PSFFSTHMY 24-32 A6 TNGDILNYY 155-162
Gl ASAHPTEPY 144-152 B6 YCGIAGNYC 58-66
B4 SAIENLRQR 166-174 D6 SCCGHNISL 67-75
D4 TRSMDSEFF -3-6 E6 NPILKYQNY 193-201
G4 AIEEEDIQF 62-70 F6 NRTYELVYL 95-103
B5 IIVLIYLF 44-52 G6 TNNCSLIIF 79-87
D5 FQPVYPRHY 6-14 H6 KKINYTVKL 105-113
A7 QTVFLNNIF 26-34
D7 RSNFTYCGI 53-61

Una vez caracterizados, los fibroblastos fueron preincubados con y sin los péptidos F3 y
A6 por separado para ser utilizados en protocolos de estimulacién in vitro, utilizando
PBMC autdlogas. Como se esperaba, los fibroblastos utilizados como CPA ratificaron los
resultados obtenidos con los péptidos solubles, resultando como minimo tan eficientes

como estos (figura 14).
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Figura 13. Caracterizacién de fibroblastos primarios derivados de piel: fibroblastos en imagen de microscopio
optico invertido x200 (A); y caracterizacion por citometria de flujo del porcentaje de fibroblastos marcados
con un anticuerpo irrelevante (B), marcados con a-SLA-I (C) o con a-SLA-II (D). Como anticuerpo secundario

se utilizé un anticuerpo anti-ratén polivalente conjugado con FITC.
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Figura 14. Deteccion de células T-especificas mediante ELISPOT de IFNy en PBMC extraidas de cerdos
vacunados con pCMV-UbsHAPQ vy supervivientes a la infeccién con una dosis letal de E75L. Los resultados
muestran tanto la media como la desviacidén estandar observada en tres ensayos independientes para cada

animal tras la estimulacion con fibroblastos autélogos pre-incubados con los péptidos A6 o F3.



4.1.3. Ensayo de proteccidn utilizando los péptidos F3 y A6

Después de comprobar la capacidad de los péptidos F3 y A6 de ser reconocidos por
células T-CD8" a través de SLA-1 y su capacidad inmunoestimuladora in vitro (figuras 12 y
14) se decidid ensayar su capacidad protectora in vivo.

Con este objetivo 5 cerdos Landrace x Large White fueron inmunizados con los péptidos
sintéticos F3 y A6 y 4 cerdos fueron inmunizados con adyuvante de Freund solamente
(controles). Finalmente, 15 dias tras la ultima inmunizacién los animales fueron
infectados con 10* UHAs, de E75L.

Como cabia esperar para esta dosis de virus los animales control murieron todos entre
los dias 7 y 10 pi. En claro contraste, uno de los animales inmunizado con los péptidos
fue capaz de sobrevivir a la infecciéon del VPPA, detectdndose ademds un retraso en la
aparicion de las primeras bajas en este grupo, ya que la primera muerte se produjo a dia

10 pi, 3 dias mas tarde que los controles (figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de supervivencia de cerdos inmunizados con los péptidos F3 y A6 (linea negra) y de los

controles sin vacunar (linea gris) tras la infeccion con una dosis letal de E75L.

Sin embargo, y a pesar de la proteccion parcial conferida por los péptidos frente al
desafio letal con el VPPA, los animales inmunizados padecieron signos de PPA aguda
como fiebre (temperaturas superiores a los 40,52C), pérdida de apetito e inactividad.

Estos resultados parecen correlacionar con el hecho de que se alcanzaran titulos virales



en sangre comparables a los del grupo control. De todos modos, es muy significativo que
el animal superviviente viera retrasada la viremia (a dia 3 pi no detectamos virus en
sangre) y que mantuviera durante todo el desarrollo del experimento titulos virales
menores que los animales control, siendo indetectables a partir de dia 10 pi (figura 16).
La menor viremia y el hecho de que esta fuera transitoria tiene un paralelismo claro con

la ausencia de lesiones tipicas de PPA en la necropsia.
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Figura 16. Cinética de deteccion de virus en suero de cerdos inmunizados con los péptidos F3 y A6 (linea

negra) y en los controles sin vacunar (linea gris), tras la infeccion con una dosis letal de E75L.

4.2. Ensayos de proteccion mediada por librerias gendmicas de expresion

Teniendo en cuenta la proteccién parcial conferida frente al VPPA tras la inmunizacion
con pCMV-UbsHAPQ, conteniendo las secuencias de las proteinas virales: p30, p54 y sHA;
tres proteinas de las mas de 150 codificadas en el genoma del VPPA; se decidid intentar
identificar la presencia de nuevos antigenos potencialmente protectores en el resto del
genoma del virus. Con este objetivo, se resolvio generar librerias aleatorias de expresion
a partir del genoma del aislado Ba71V, con el propdsito de utilizarlas en protocolos de
vacunacion con DNA; lo que se conoce como estrategia de inmunizacién con librerias de

expresion (ELI).



4.2.1. La protecciéon conferida por las ELI depende del modo de presentacion de los
antigenos vacunales al sistema inmune

Con el objetivo de realizar una primera prueba de concepto que permitiera validar la
estrategia ELI, se decidi6 comenzar por el disefio de dos librerias a partir de dos
fragmentos de restriccidon Sall Unicos del genoma de Ba71V: SD y SB (tabla 1). Las dos
librerias asi obtenidas: sHA-ELIsp/sg Y Ub-ELlspss, Se componian de 380 clones individuales
cada una de ellas en una sola pauta de lectura (F1), para ser expresados como un
producto de fusién: i) con sHA, con la intencion de orientar la respuesta inmunitaria
hacia la generacién de anticuerpos especificos y potenciar la respuesta T-CD4"
(Argilaguet, 2009); vy ii) con ubiquitina, con el objetivo de potenciar una respuesta
especifica de células T-CD8", evitando a su vez la produccién de anticuerpos (Argilaguet,
2009; Rodriguez et al., 1997). Los clones que especificamente contenian las secuencias
correspondientes a p30 y HA (presentes en pCMV-sHAPQ o en pCMV-UbsHAPQ), fueron
eliminados de ambas librerias tras la secuenciacidn individual de todos sus clones.

Con el objetivo final de mejorar la respuesta protectora obtenida hasta el presente
(33%), cada una de las librerias resultantes: sHA-ELIsp/s5 y Ub-ELlsp,ss fue ensayada in vivo
en combinacidn con el plasmido pCMV-sHAPQ o pCMV-UbsHAPQ respectivamente.
Grupos de 4 cerdos fueron inmunizados: a) con la libreria sHA-ELIspss mds la parte
proporcional del plasmido pCMV-sHAPQ (1,6 pg/plasmido, sHA-ELIsp/sshapa); b) con la
libreria Ub-ELlsp;ss mas la parte proporcional del plasmido pCMV-UbsHAPQ (1,6
pg/pladsmido, Ub-ELlsp/sg-sHapa); Y €) como controles del experimento 3 animales fueron
inmunizados con el pldsmido pCMV y 3 mas con pCMV-Ub. Dos semanas tras la ultima
inmunizacion los 14 animales fueron infectados con 10* UHA, de E75L.

Como se puede observar en la figura 17, la curva de supervivencia obtenida para el grupo
inmunizado con sHA-ELIsp/spsnapq €5 comparable a la del grupo control (pCMV) y, a pesar
de que un animal sobreviviera hasta dia 12 pi, no se observaron diferencias ni en la
cinética de apariciéon de la enfermedad ni en la intensidad de las lesiones macro y
microscdpicas encontradas tras la necropsia. La ausencia de proteccién fue corroborada

por los datos de viremia, ya que tanto la cinética de aparicion del virus en sangre como



los titulos virales alcanzados en cada tiempo tras la infeccidn resultaron similares para
ambos grupos de inmunizacion (figura 18 A).

En claro contraste, el grupo inmunizado con Ub-ELlsp/sgshapq, @unque no vio retrasadas
las primeras bajas respecto a los controles, alcanzé una supervivencia del 50% (2/4
animales), un 20% mas que el grupo de animales vacunados con el plasmido pCMV-
UbsHAPQ, anteriormente descrito (apartado 1.4.1.), siendo éste el maximo nivel de

proteccion alcanzado hasta ahora por ninguna de las vacunas probadas (figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de supervivencia de los cerdos inmunizados con sHA-ELlsp /s suapq © cOn Ub-ELlsp/sp snapq
(ambos en negro) y de los animales de los grupos control inmunizados con el plasmido pCMV o pCMV-Ub

(ambos en gris), tras la infeccidén con una dosis letal de E75L.

La proteccién se vio ratificada al observarse que los animales inmunizados con Ub-
ELlsp/se-shapq Mantuvieron durante todo el experimento titulos virales menores en sangre
que los animales control (pCMV-Ub), siendo maxima esta diferencia a dia 7 pi (hasta 4
logaritmos, p<0,01) entre los animales supervivientes inmunizados con Ub-ELlsp/sg-sHapq Y
los controles. Asimismo, la viremia tuvo un caracter transitorio en los animales
protegidos, no detectandose virus a dia 3 pi y aclarandolo totalmente a partir de dia 19
pi (figura 18 B), hecho que concuerda con la ausencia de lesiones macro y microscopicas
tipicas de PPA y con una sintomatologia de la enfermedad aguda mucho mas leve en

aquellos animales que superaron la infeccién.
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Figura 18. Cinética de deteccidn de virus en suero de cerdos inmunizados con sHA-ELlsp/s-sHapq (linea negra)
o con pCMV (linea gris) (A) y de los animales inmunizados con Ub-ELIsp/spspapq (linea negra) o con pCMV-Ub

(linea gris) (B), tras la infeccién con una dosis letal de E75L.

Como cabia esperar, la vacunacidn con Ub-ELlsp/sgshapq NO estimuld la generacidn de
anticuerpos especificos, al no observarse siquiera ningln tipo de aceleracién tras la
infeccién con el VPPA, siendo los titulos de anticuerpos especificos indistinguibles de los
detectados en los animales control (figura 19 B). En claro contraste con lo observado

anteriormente tras la inmunizacién con pCMV-sHAPQ (Argilaguet, 2009), la inmunizacién



con SHA-ELlsp/spsiapq, NO fue capaz de estimular una respuesta humoral, al menos

detectable mediante nuestra metodologia (figura 19 A).
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Figura 19. Cinética de deteccion de anticuerpos especificos frente al VPPA mediante ELISA tras la infeccién
con una dosis letal de E75L, tanto en los sueros de los cerdos inmunizados con sHA-ELIsp/spsnapq (linea negra)
o con pCMV (linea gris) (A); como de los animales inmunizados con Ub-ELlsp/sp.suapq (linea negra) o con

pCMV-Ub (linea gris) (B).

4.2.2. Caracterizacion de 7 nuevos antigenos del VPPA con potencial inmunoprotector
Tras la secuenciacidn de los clones de la libreria Ub-ELlsp/sp y su comparacién con la
secuencia del aislado Ba71V (PRINA15242), uUnicamente 7 clones, de los 376
seleccionados de esta libreria, contenian secuencias que mantenian la pauta de lectura
con la ubiquitina y que correspondian con ORF previamente descritas en el genoma de
Ba71V. Los fragmentos de restricciéon Sau3Al en pauta de lectura con la ubiquitina
codificaban fragmentos de las proteinas: p10, pp220 y pp60 (proteinas estructurales),
proteinas para las que aun no se ha identificado una funcidon concreta (pCP312R vy
pD339L), helicasa y una proteina relacionada con la virulencia y el control de la apoptosis
en el huésped (proteina similar a Bcl2) (tabla VI).

Un vez identificados los 7 clones, éstos fueron utilizados en protocolos de inmunizacion
en los que 5 cerdos recibieron una mezcla con los 7 plasmidos (85,7 ng/plasmido, Ub-
ELly.cones) Y 3 cerdos se utilizaron como controles del ensayo tras ser inmunizados con el
pldsmido pCMV-Ub. Todos los animales se infectaron con una dosis letal de E75L dos

semanas tras la ultima inmunizacion.



Tabla VI. Descripcién de los 7 clones identificados a partir de Ub-ELIsp,ss que mantienen la pauta de lectura

con la ubiquitina.

Nombre Gen Posicion (bp) Proteina

Clon1 CP312R 762 a 927 pCP312R

Clon 2 CP2475L 18a78 Poliproteina de 220 KDa (pp220)
Clon 3 CP530R 57 a 162 Poliproteina de 60 KDa (pp60)
Clon 4 D339L 822-927 pD339L

Clon 5 K78R 156-189 Proteina estructural p10
Clon6 A179L 501-540 Proteina similar a Bcl2

Clon 7 A859L 105-378 Helicasa

Tal y como se ha descrito para esta dosis de virus, todos los animales control murieron
entre los dias 7 y 10 pi. En cambio, los animales vacunados con Ub-ELl;.ones Vieron
retrasadas las primeras bajas 3 dias respecto a los animales control y lo que es mas

importante, uno de los cerdos sobrevivié al desafio letal con VPPA (1/5) (figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de supervivencia de los animales inmunizados con Ub-ELl;ones (linea negra) o con

pCMV-Ub (linea gris), tras la infeccidn con una dosis letal de E75L.

En consonancia con estos resultados, el animal superviviente mantuvo titulos virales
menores a lo largo de todo el ensayo, con ausencia de virus a dia 3 pi y aclardandolo a
partir de dia 10 pi, ratificando el caracter transitorio de la viremia (figura 21).

Adicionalmente, la signos clinicos de PPA fueron menos intensos en este animal, no

observandose lesiones ni micro ni macroscopicas compatibles con PPA tras la necropsia.



Los animales no supervivientes, en cambio, sufrieron cinéticas de aparicién de virus,
titulos virales y sintomatologia de la enfermedad indistinguibles, independientemente
del grupo de inmunizacién o del dia en el que murieron (figura 21).

Los resultados obtenidos claramente demuestran la capacidad protectora de una vacuna

DNA compuesta por 7 clones discriminados de la libreria Ub-ELIsp/sg.
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Figura 21. Cinética de deteccidn de virus en suero de cerdos inmunizados con Ub-ELI;_ones (linea negra) o de

los animales control inmunizados con pCMV-Ub (linea gris), tras la infeccién con una dosis letal de E75L.

4.2.3. Ub-ELI ompieta Protege al 60% de los cerdos vacunados, a pesar de la ausencia en la
misma de las secuencias que codifican las proteinas virales p30, p54 y sHA

Los resultados hasta ahora expuestos, sirvieron como prueba de concepto para
demostrar el potencial vacunal de la estrategia ELI, siempre y cuando los antigenos
clonados se expresaran como fusidn al polipéptido ubiquitina. Partiendo de esta
informacién, se procedié a la generacidon de una ELI con 4.029 clones a partir del 76,5%
del genoma de Ba71V, expresando al azar cada uno de los fragmentos de restriccidon
Sau3Al en las tres pautas de lectura posibles y fusionadas a la ubiquitina: Ub-ELIcompieta-
Con el fin de evaluar la capacidad protectora de Ub-ELlmpieta,; S€ inmunizaron 5 cerdos
con la mezcla de los 4.029 clones comprendidos en la misma (0,15 pg/plasmido) y 5

cerdos mas fueron utilizados como controles del ensayo, inmunizados con pCMV-Ub. Dos



semanas tras la ultima inmunizacion, a todos los cerdos se les inoculd una dosis letal
de E75L.

Como cabia esperar para la dosis de virus utilizada, el grupo de animales control sufrié
las primeras bajas a dia 7 pi, no contando con ningln superviviente tras el dia 10 pi. En
contraposicién, 3 de los 5 animales (60%) vacunados con Ub-ELlmpieta SObrevivieron a la
infeccidn letal, teniendo lugar las primeras bajas a partir del dia 10 pi, con un retraso de 3
dias respecto los animales control (pCMV-Ub). El porcentaje de supervivientes obtenido
fue el mayor alcanzado hasta el momento tras la vacunacién con DNA codificando

antigenos del VPPA (figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de supervivencia de los cerdos inmunizados con Ub-ELl,mpieta (linea negra) y del grupo

control inmunizado con pCMV-Ub (linea gris), tras la infeccién con una dosis letal de E75L.

Corroborando los datos de supervivencia, los titulos virales en suero y la cantidad de
virus excretado (hisopo nasal) alcanzados, fueron generalmente menores en aquellos
animales inmunizados con Ub-ELlompieta que en los animales control (figura 23 y 24). Cabe
destacar que en los animales que superaron la infeccion no se pudo detectar virus a
partir del dia 21 pi, ni en suero ni en hisopo nasal, datos que se tradujeron en una

ausencia total de lesiones macroscdpicas y microscopicas en la necropsia.



Independientemente del porcentaje de supervivencia y del relativo control de la viremia

y de la excrecién viral, todos los animales sufrieron signos severos de PPA aguda,

mejorando su estado general Unicamente aquellos animales que superaron la infeccidn.
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Figura 23. Cinética de deteccién de virus en suero de cerdos inmunizados con Ub-ELl,mpieta (linea negra) o de

los animales control inmunizados con pCMV-Ub (linea gris), tras la infeccién con una dosis letal de E75L.
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Figura 24. Cinética de la excrecion viral detectable a partir de hisopos nasales obtenidos a partir de los

animales vacunados con Ub-ELlmpieta (linea negra) o de los animales control inmunizados con el plasmido

pCMV-Ub (linea gris), tras la infeccidon con una dosis letal de E75L.



Asi pues, con una libreria gendmica de expresién con 4.029 clones (Ub-ELlcompleta) Y €N
ausencia de anticuerpos especificos y de los tres antigenos parcialmente protectores en
los que se basd el anterior trabajo del laboratorio (Argilaguet, 2009), se consiguid la
maxima proteccidon alcanzada con vacunacién con DNA frente al VPPA, siendo la

supervivencia de un 60%.

4.3. Inmunizacién de cerdos SPF con vacunas DNA

Con el propésito de confirmar la capacidad protectora de nuestras vacunas DNA vy, a su
vez, identificar los mecanismos implicados en la proteccién conferida, se decidio utilizar
cerdos libres de patdogenos especificos (SPF). Como ya hemos comentado en el apartado
de materiales y métodos, los cerdos SPF son el estdndar minimo exigido por las
autoridades reguladoras competentes para las pruebas de evaluacion de productos
destinados para el uso humano y veterinario. Otra ventaja adicional es la de tener la
garantia de realizar los experimentos en animales con un sistema inmunolégico naif, lo

que facilitd enormemente la lectura de los ensayos inmunoldgicos.

4.3.1. El aislado de VPPA atenuado E75CV1 resulta letal para los cerdos SPF

Para llevar a cabo nuevos experimentos de inmunizacién e infeccidn utilizando las Ub-ELI
se escogieron cerdos Large White SPF y el aislado atenuado E75CV1, derivado de la cepa
virulenta E75L. En claro contraste con el virus virulento (E75L), capaz de matar en 7 dias,
la inoculacién de cerdos convencionales con la misma dosis de E75CV1 (10* UHAs),
provocaba una viremia transitoria sin apenas provocar signos clinicos aparentes
(apartado 4.4.1.). Con estos datos en mente y con el objetivo de otorgar a los animales
vacunados mas oportunidades de superar la infeccion, se decidié utilizar el aislado
E75CV1 en cerdos SPF. El primer resultado inesperado provino del hecho de que los
cerdos SPF infectados con E75CV1 murieran con una cinética muy parecida a la de los
cerdos convencionales infectados con la cepa virulenta E75L, observandose tan solo un

retaso en la misma (figura 25). Del mismo modo, los titulos virales alcanzados en sangre



fueron equivalentes a los de los cerdos convencionales infectados con la cepa virulenta

E75L (figura 26).
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Figura 25. Porcentaje de supervivencia de cerdos convencionales infectados con E75L (rombo gris) o con
E75CV1 (cuadrado negro) y comparativa de la infeccion de cerdos SPF con este mismo virus atenuado

(circulo negro).Para ambos virus se utilizé una dosis de 10" UHAs,.
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Figura 26. Comparativa de la cinética de deteccion de virus en suero tras la infeccién de cerdos SPF con

E75CV1 (linea gris) o de cerdos convencionales infectados con E75L (linea negra). Para ambos virus se utilizé

una dosis de 10* UHAs,.



Pese a este contratiempo, se procedié con los protocolos de inmunizacién e infeccidn
programados, con el fin de poder definir la respuesta inmunitaria y protectora asociada a
la vacunacién con DNA en un modelo libre de “interferencias inmunoldgicas” tan valioso

como es el de los cerdos SPF.

4.3.2. Confirmacidn de la capacidad protectora de nuestras vacunas DNA en cerdos SPF
Con el fin de corroborar los datos de proteccidon de las vacunas pCMV-UbsHAPQ, Ub-
ELl7ciones Y Ub-ELlcompreta S€ utilizaron 20 cerdos divididos en 3 grupos: un grupo de 8
cerdos se inmunizé con la mezcla de plasmidos Ub-ELl;.gones mas la parte proporcional de
pPCMV-UbsHAPQ (75 pg/plasmido, Ub-ELlyones-stara), Otro grupo de 8 cerdos se vacuné
con Ub-ELlompieta (0,15 pg/pldsmido) y 4 cerdos mds se inmunizaron con pCMV-Ub para
ser usados como controles del experimento. Dos semanas tras la Ultima inmunizacion,
los 20 animales se infectaron con 10* UHAs, de E75CV1.

Mientras que los animales control murieron todos entre los dias 9 y 13 pi, tanto en el
grupo de animales vacunados con Ub-ELl;¢onessiapa, COMO en el grupo de inmunizados

con Ub-ELlcompleta, SObrevivio el 50% (4/8) de los cerdos (figura 27).

IDOL—O—GQQQQQ

—+— Ub-ELI7clones-sHAPQ
9 =2~ Ub-ELIcompleta
o 80 —=— pCMV-Ub
H -
o
c
2 L o
2 60 1
£ &
- i
a
2 40 -
=S
20 A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
dias post-infeccion

Figura 27. Porcentaje de supervivencia de los cerdos SPF inmunizados con Ub-ELl;¢ones-siapa, €ON Ub-ELlcompleta

(ambos en negro) o bien con el plasmido pCMV-Ub (linea gris), tras la infeccion con 10* UHA;, de E75CV1.



Asimismo, los datos de viremia y de excrecidn viral correlacionaban con los de proteccion
manteniendo, los animales supervivientes, niveles de virus menores que los cerdos
control tanto en sangre como excretados, siendo especialmente significativa la diferencia
a dia 7 pi (p < 0,01 en Ub-ELlompieta Y P < 0,05 en Ub-ELIl7_jones-snarq); Momento en que se

alcanzaron los maximos titulos virales en todos los grupos (figuras 28 y 29).
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Figura 28. Cinética de deteccidn de virus en suero observada en los cerdos SPF inmunizados bien con Ub-
ELl7ciones-shapa (A) 0 con Ub-ELlompieta (B), tras la infeccién con 10" UHAs, de E75CV1. En ambos gréficos se
representan los valores medios y la desviacién estandar correspondientes al grupo control (linea gris), asi
como los valores individuales correspondientes a los animales vacunados con las ELI supervivientes (linea

negra solida) y no supervivientes (linea negra de puntos).



Cabe remarcar que, por primera vez desde que se iniciaron los estudios de vacunacién
con DNA, en 2 de los 4 cerdos supervivientes vacunados con Ub-ELlcmpieta NO se detectd
virus en sangre ni en excreciones a ningun tiempo tras la infeccién (figuras 28 By 29 B),
siendo también destacable la transitoriedad de la viremia en el resto de animales

supervivientes, no detectandose virus los dias 4 y 21 pi.
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Figura 29. Cinética de la excrecion viral detectable a partir de hisopos nasales obtenidos a partir de los
cerdos inmunizados con Ub-ELlsgones-siarq (A), con Ub-ELlompeta (B), tras la infeccién con 10" UHAg, de
E75CV1. En ambos graficos se representan los valores medios y la desviacion estandar correspondientes al
grupo control (linea gris), asi como los valores individuales correspondientes a los animales vacunados con la

ELI supervivientes (linea negra sélida) y no supervivientes (linea negra de puntos).



El control de la viremia y el aclarado del virus al final del ensayo se tradujeron en
ausencia de lesiones tanto macroscdpicas como microscdpicas en la necropsia de los
animales supervivientes, tanto tras la vacunacion con Ub-ELlimpeta €OMO con
Ub'ELI7cIones—sHAPQ-

Independientemente de la cantidad de virus detectada en suero o en excreciones, uno
de los pardmetros mas fiables para determinar el grado de infeccién de un animal
(Ramiro-lbanez et al., 1996) asi como el nivel de proteccién conferido por nuestras
vacunas (Argilaguet et al, 2011), es el de determinar el nimero de monocitos/
macréfagos en sangre infectados tras la inoculacion del virus. Como cabia esperar para
los animales que sucumbieron a la infeccién, tanto vacunados como controles, el
maximo numero de macréfagos infectados (SWC3'p30°), se alcanzé a dia 7 pi,
coincidiendo con las etapas terminales de la PPA. En claro contraste, el pico de células
infectadas detectable en los animales supervivientes nunca alcanzé los maximos del

resto de animales, para resultar practicamente indetectable a dia 7 pi (figura 30).
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Figura 30. Nimero total de monocitos/macréfagos infectados con E75CV1 (SWC3'p30°) por mililitro de
sangre total, detectados por citometria de flujo, a partir de muestras de cerdos SPF inmunizados con Ub-
ELlcompleta © cON pCMV-UDb, tras la infeccién con 10 UHA;, de E75CV1. En el grafico se representan los valores
medios y la desviacidn estandar correspondientes al grupo control (linea gris), asi como los correspondientes
a los animales vacunados con Ub-ELlgmpieta SUpPervivientes (linea negra sélida) y no supervivientes (linea

negra de puntos) (* p<0,05).



Confirmando la sélida proteccion conferida por Ub-ELlompieta, 1a concentracion de IFNa
resultd significativamente menor en los animales supervivientes que en los no

supervivientes, alcanzando su maximo en todos los casos a dia 7 pi (figura 31 A).
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Una mencién especial merece el caso de sCD163, descrito por primera vez en el presente
trabajo de Tesis como un buen marcador de virulencia y que, al igual que el IFNa,
permitio ratificar la sélida proteccion conferida por la vacuna en el caso de los animales
supervivientes (figura 31 B). Del mismo modo, y a pesar de encontrar diferencias
significativas entre los grupos, también se observaron concentraciones de TNFa en suero
que tendian a ser menores en los animales supervivientes respecto a los no

supervivientes (figura 31 C).

4.3.3. La protecciéon conferida mediante Ub-ELI ;mpieta COrrelacioné con la expansién en
sangre de células T-CD8", inmediatamente tras la infeccién con E75CV1

La capacidad protectora de Ub-ELlmpleta NO se vio reflejada en cambios aparentes en el
numero de PBMC presentes en sangre a lo largo de la infeccidn, respecto a los descritos
para los cerdos control. En ambos casos se observé un aumento inicial en el nimero de
PBMC tras la infecciéon con E75CV1 (dia 4 pi) seguido de una brusca caida en los mismos,
alcanzando su minimo a dia 7 pi (figura 32 A). Cabe destacar que, a pesar de que el
recuento total de PBMC fuera parecido a dia 7 pi, los animales control murieron sin
recuperar los valores iniciales de PBMC, mientras que los animales supervivientes

recobraron los valores de partida para su recuperacion total (figura 32 A).

Caracterizando mas en profundidad la cinética de las poblaciones celulares mas
significativas de PBMC a lo largo del ensayo, se pudo observar que tanto los linfocitos T-
CD4", como los linfocitos B (CD21") y los macréfagos (SWC3®) (figura 32 B, C y D)
siguieron una cinética muy parecida a la de las PBMC totales (figura 32 A),

independientemente del grupo de inmunizacién.
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Figura 32. Evolucion de los recuentos leucocitarios (A), linfocitos T-CD4" (B), linfocitos B (CD21") (C) vy los
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E75CV1. En todos los paneles se representan los valores medios y la desviacidn estandar correspondientes al
grupo control (linea gris), asi como los correspondientes a los animales vacunados con Ub-ELlcompieta

supervivientes (linea negra sélida) y no supervivientes (linea negra de puntos).

En claro contraste, la poblacién de linfocitos T-CD8" siguiéd una cinética totalmente
distinta, observandose una clara caida en su nimero iniciada en etapas muy tempranas
de la infeccién (dia 4 pi), en los animales que sucumbian a la infeccidn. Sin embargo, y en
consonancia con resultados obtenidos previamente con animales convencionales,
Unicamente en los cerdos SPF vacunados con Ub-ELlcompieta SUPErvivientes, se detectd un
claro aumento en el nimero total de células T-CD8" a dia 4 pi y, pese a padecer la misma
caida en el nimero de esta subpoblacién celular a dia 7 pi, terminaron no sélo
recuperando los valores iniciales, sino que al final del ensayo (dia 21 pi) su nimero se vio
aumentado significativamente en 3 veces respecto al dia 0 pi (figura 33 A). Del mismo

modo, la poblacién de células doble positivas T-CD4°CD8" de los animales supervivientes



siguié exactamente la misma evolucién, aumentando esta subpoblacién en 2,5 veces

entre el dia de infeccidn y el dltimo dia del ensayo (dia 21 pi) (figura 33 B).
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Figura 33. Evolucion de los recuentos de linfocitos T-CD8" (A) y T-CD4"CD8" (B) a lo largo del estudio, antes y
después de la infeccidn con 10° UHAs, de E75CV1. En todos los paneles se representan los valores medios y
la desviacion estandar correspondientes al grupo control (linea gris), asi como los correspondientes a los
animales vacunados con Ub-ELl¢,mgiets SUpervivientes (linea negra sélida) y no supervivientes (linea negra de

puntos) (* P<0,05).



4.3.4. La proteccion conferida mediante las vacunas DNA en cerdos SPF es
independiente de la induccion de anticuerpos y correlaciona con la induccién de una
respuesta T-especifica

En concordancia con los resultados obtenidos hasta el momento con las Ub-ELI y con
pCMV-UbsHAPQ (Argilaguet, 2009) en animales convencionales, tras la vacunacion de
cerdos SPF con Ub-ELl;gones-siarq Y Ub-Ellcompiera tampoco se indujeron anticuerpos
especificos frente al VPPA. La cinética de generacion de anticuerpos resultd indistinguible
de la de los cerdos control, ratificando que la proteccién conferida era independiente de
la respuesta humoral inducida por la infeccién. En cualquier caso, y como cabia esperar,
el titulo de anticuerpos especificos frente al VPPA alcanzéd su maximo nivel en los

animales supervivientes los ultimos dias del ensayo (figura 34).
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Figura 34. Cinética de la generacion de anticuerpos especificos frente al VPPA detectables en el suero de los
cerdos SPF inmunizados con Ub-ELl;jgnes-shapq (Cuadrado vacio), con Ub-ELl¢ompiera (rombo negro) o con pCMV-

Ub (cuadrado gris), antes y después de la infeccidén con 10 UHAs, de E75CV1.

Teniendo en cuenta la clara expansiéon de células T-CD8" observada en los animales
supervivientes y en un intento de profundizar un poco mds en los mecanismos
implicados en proteccion, las PBMC de dichos animales fueron utilizadas en un ensayo de
ELISPOT. Dicho ensayo permitié cuantificar el numero de células T secretoras de IFNy en
respuesta a diversos estimulos. Como cabia esperar, tras los resultados obtenidos con

cerdos convencionales vacunados con pCMV-UbsHAPQ y supervivientes a la infeccion



con E75L, las PBMC de cerdos SPF vacunados con Ub-ELl;¢onessharq SUpervivientes a la
infeccion con E75CV1, practicamente no fueron capaces de reconocer al virus vivo,
mientras que dos de ellos (50% de los supervivientes) reconocieron muy eficientemente
a los péptidos F3 y A6 (figura 35). Asi, mientras que uno de los supervivientes reconocia
muy eficientemente al péptido F3, otro reconocia mayoritariamente al péptido A6 (en
ambos casos detectandose mas de 200 células T-especificas por cada millén de PBMC).
Independientemente de la observacién adicional que parecia indicar la existencia de una
estimulacion menor, aunque claramente especifica, frente al péptido F3 en todos los
animales supervivientes, no se puede descartar que no se indujera una respuesta
inmunodominante frente a cualquiera de los 7 clones incluidos en la vacuna (Ub-ELI;¢ones-
sHapq)- EN contraposicidn con los resultados obtenidos tras la vacunacidn con Ub-ELly¢ones.
saarq, 1as PBMC obtenidas de todos los cerdos SPF vacunados con Ub-ELlcompleta Y
supervivientes a la infeccidn, respondieron in vitro a la estimulaciéon con el virus E75L
vivo, no respondiendo, como cabia esperar, a la estimulacion con los péptidos F3 o A6 (la

ORF correspondiente a HA no estaba incluida en la vacuna) (figura 35).
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Figura 35. Deteccidn de células T-especificas en PBMC de cerdos SPF inmunizados con Ub-ELly¢gnes-stapq © Ub-

ELlcompleta Y SUPETrvivientes a la infeccion con 10* UHA;, de E75CV1, detectables mediante ELISPOT a dia 21 pi.



4.4. Utilizacion de un virus atenuado como modelo para estudiar los

mecanismos inmunoldgicos implicados en proteccidon frente a la PPA

Independientemente de la innegable utilidad de las estrategias de inmunizacion con DNA
y de su potencial de futuro, éstas no resultan idéneas a la hora de caracterizar en
profundidad los mecanismos implicados en proteccién frente a la PPA; entre otros
motivos, por no poder predecir con antelacién cual de los animales inmunizados iba a
resultar protegido frente a la infeccidon con el virus. Asi pues, en paralelo a los estudios
de inmunizacién con DNA, se decidié poner a punto un modelo de proteccidn basado en
la inmunizacién con virus atenuado que, aunque lejos de poder ser utilizado en campo,
confiere la proteccion mas solida y predecible descrita hasta el momento. Los estudios se
basaron en la puesta a punto de un modelo de proteccion homdloga, descrito por
primera vez por el Dr. Ruiz Gonzalvo (Ruiz Gonzalvo et al., 1983) utilizando in vivo un
virus previamente atenuado tras la adaptacién y pase en cultivo seriado del virus

virulento E75L a la linea celular CV1 (E75CV1).

4.4.1. Establecimiento de la dosis optima de E75CV1 para la inmunizacion de cerdos
convencionales

La experiencia del laboratorio con el VPPA y otros muchos virus, aconsejaba la inicial
puesta a punto de la dosis éptima de infeccion/inmunizacion con el aislado atenuado
E75CV1. Partiendo de los datos descritos en la literatura, se infectaron 3 grupos de 4
cerdos con diferentes dosis del aislado atenuado E75CV1: 10° UHAg, 10* UHA, y 10°
UHAs,. Un grupo adicional de 4 cerdos recibié el mismo volumen (1 ml) de suero
fisiolégico, para ser utilizados como controles del ensayo.

Dejando patente la importancia que la dosis infectiva tiene en el fino equilibrio existente
entre el desarrollo de proteccién o de patogenia, se observaron dramaticas diferencias
para cada uno de los grupos de infeccion. De las tres dosis evaluadas, Unicamente la de
10" UHA, se comportd como cabia esperar para un virus atenuado, sin provocar
ninguna baja (figura 36), ni signos clinicos aparentea de PPA, con la excepcién de un

pequefio pico de fiebre en alguno de los animales del grupo (figura 37 B).



Correlacionando con la cinética de la hipertermia observada, fue posible detectar la
presencia transitoria de bajos titulos de VPPA en sangre en 3 de los 4 animales infectados
con 10* UHA;, entre los dias 5 y 18 piA para, a continuacién, aclararse la infeccidon
totalmente antes del dia 28 piA (figura 37 E). Estos datos coincidian con la deteccion de
DNA viral en hisopo nasal, ratificando la ausencia de virus en excreciones a dia final del

ensayo (dia 28 piA).
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Figura 36. Porcentaje de supervivencia de cerdos infectados con el aislado E75CV1 a distintas dosis: 10°

UHAg, (linea gris), 10* UHA, (linea sélida negra) y 10° UHAg, (linea puntos negra).

En claro contraste con la homogeneidad mostrada por el grupo de animales infectados
con 10* UHAs, los otros dos grupos de infeccién se comportaron de una manera mucho
mas heterogénea. El incremento de un logaritmo de E75CV1 en el indculo (10° UHA)
provoco que 2 de los 4 cerdos del grupo (50%) sufrieran signos de infeccion mas acordes
con una PPA aguda, sufriendo hipertermia mas severa vy titulos virales mas elevados,
sucumbiendo finalmente a la infeccion (Figura 37 Cy F).

Los resultados obtenidos con la dosis menor de virus (10° UHAs), resultaron atin mas
inesperados, puesto que tras un aparente periodo de silenciamiento viral de mas de 18
dias en el que no se observo signo alguno de PPA (incluyendo ausencia total de fiebre),

en dos de los animales se pudo observar un repunte de infeccion iniciado a dia 18 piA



que provoco la muerte de uno de ellos y la aparicién de lesiones post-mortem tipicas de

PPA (figuras 37 Ay D).
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Figura 37. Cinética de la temperatura (A-C) y de la viremia (D-F) observadas tras la infeccidon con distintas

dosis de E75CV1: 10> UHAg, (A y D), 10° UHAs, (By E) y 10° UHAg, (Cy F).

Ratificando la seguridad y utilidad de la dosis de 10*UHA, del aislado atenuado E75CV1,

los cuatro cerdos desarrollaron una potente respuesta inmune especifica frente al virus,

tanto humoral como celular. Por un lado, se pudo observar que las PBMC secretaban

IFNy muy eficientemente frente a la estimulacién in vitro con el virus vivo homdlogo



virulento E75L (a dia 28piA), mas de 200 células T-secretoras de IFNy por cada millén de

PBMC (figura 38).
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Figura 39. Cinética de la generacidn de anticuerpos especificos frente al VPPA tras la infecciéon con E75CV1,

se representan los valores medios y la desviacidn estandar correspondientes a los animales infectados con

10" UHAs, de E75CV1 (linea sélda) y los animales control no infectados (linea puntos) (A); y andlisis de la

capacidad neutralizante de los anticuerpos obtenidos a dia 28 piA (B).

Adicionalmente, todos los cerdos fueron capaces de generar una respuesta humoral

especifica frente al virus, detectable a partir del dia 18 piA (figura 39 A).

Independientemente del elevado titulo de anticuerpos alcanzado, no se pudo demostrar



su capacidad neutralizante en un ensayo de inhibicion de la infecciéon in vitro

(figura 39 B).

4.4.2. El aislado atenuado E75CV1 protege frente a la infeccion con el virus homdélogo
virulento E75L, pero no frente al virus virulento Ba71L

Una vez establecida la dosis éptima de infeccidn con el aislado E75CV1 (10" UHAs), se
procedid a caracterizar su capacidad protectora frente a la infeccion con el virus
homdlogo virulento E75L. Con este objetivo, los cuatro cerdos infectados con la dosis
o6ptima del aislado atenuado E75CV1 y los 4 cerdos controles inoculados con solucion
salina fueron infectados con dosis letal de la cepa homodloga virulenta E75L a los 28 dias
tras la primera infeccién.

Como cabia esperar, los 4 cerdos del grupo control murieron entre los dias 7 y 9 piV
(figura 40 A), sufriendo la sintomatologia tipica de PPA aguda, incluyendo una elevada
hipertermia (figura 40 B), acompafiada de la presencia de altos titulos de virus en sangre
(figura 40 C) y en secreciones nasales (figura 40 D).

En claro contraste, la totalidad de los animales inmunizados con E75CV1 sobrevivieron a
la infeccidn con el homdlogo virulento E75L (figura 40 A), sin sufrir signo alguno de PPA
(figura 40 B). De todos modos, lo mas sorprendente no fue el porcentaje de
supervivientes alcanzado sino el bloqueo total de la infeccidn, ya que no se detectd virus
ni en suero ni en excreciones nasales en ningn animal, independientemente del tiempo
tras la infeccion con E75L (figuras 40 C y D). El excelente control de la viremia se tradujo
en ausencia de lesiones de PPA en la necropsia, ratificando la enorme eficacia protectora

de la inmunizacién utilizando virus atenuado.

La reciente colaboracidn con el grupo de la Dra. Maria Luisa Salas permitié disponer del
aislado virulento Ba71L y poder, de este modo, realizar un experimento de proteccién
cruzada, ya que una de las dudas planteadas a lo largo del trabajo con vacunas DNA
procedia del hecho de estar disefiadas a partir del genoma del aislado Ba71V, mientras

que las infecciones virales se realizaron siempre con el virus E75L. Estas dos cepas, a



pesar de su origen proximo (Espafia 1971 y 1975), bien podrian ser heterélogas,
subestimando en este caso la proteccién conferida.

Con el objetivo de comprobar si el aislado atenuado E75CV1 era capaz de conferir
proteccion frente a la infeccidn con el virus virulento Ba71L, se infectaron 6 cerdos con
10* UHAs, E75CV1 y 6 se conservaron sin infectar. 28 dias después, los 12 cerdos se
desafiaron con 10* UHAs, de Ba71L y se mantuvieron en condiciones de bioseguridad

durante 7 dias mas.
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infeccion con dosis letal de E75L (** p<0,01 y *** p<0,001).

En claro contraste con la proteccion conferida frente a la infeccion homdloga con E75L, la
inmunizacion con E75CV1 sdélo pudo conferir una proteccién parcial frente a Ba71L. Dos
de los 6 animales se comportaron practicamente igual que los cerdos control, con titulos
virales en sangre (figura 41 B) e hisopos nasales (figura 41 C) muy elevados, mientras que

los otros 4 animales vieron retrasada la infeccidn (a dia 3 piV no se detectd virus) y los



titulos virales fueron significativamente mds bajos. Independientemente del grado de

proteccion, todos los cerdos padecieron signos tipicos de PPA aguda, incluyendo

hipertermia alcanzando temperaturas de riesgo (mdas de 41°C) a partir de dia 5 piV

(figura 41 A) y la aparicion de las lesiones tipicas de PPA en la necropsia, no pudiendo

diferenciar estos animales de los controles.
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4.4.3. Comparacion de la respuesta inmunitaria desarrollada tras la infeccién con E75L
en animales inmunizados y no inmunizados con el aislado E75CV1: de la patogenia a la
proteccion

A pesar de que la proteccion conferida por el virus atenuado E75CV1 correlacionaba con
la presencia de una respuesta de anticuerpos especificos previa al desafio con el virus
virulento E75L (figura 39 A), no se detecté un gran incremento en los titulos como
consecuencia de la segunda infeccién viral, manteniéndose practicamente constantes a
lo largo de la infeccién y conservando ademas su incapacidad de neutralizar al virus in
vitro (figura 42 A). Por otro lado, la proteccidon también correlacionaba con una potente
respuesta T-especifica previa a la infeccidon con el virus virulento (figura 38), aunque en
este caso no se pudo cuantificar finamente la respuesta como para demostrar una
potenciacidon en la respuesta, tras la infeccion con E75L (figura 42 B). Como cabia
esperar, los cerdos control sucumbieron a la infeccidon antes de haber podido desarrollar

una respuesta especifica de anticuerpos o de células T-especificas.
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Figura 42. Cinética de generacién de anticuerpos especificos frente al VPPA medidos mediante ELISA a partir
del suero de los cerdos vacunados con 10 UHAs, de E75CV1 (linea negra) o de los controles no inmunizados
(linea gris), antes y después de la infeccion con una dosis letal de E75L (A); y deteccién de células T-
especificas frente al VPPA detectables en los cerdos inmunizados con E75CV1 10 dias tras la infeccién con

E75L (B).
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Figura 43. Cinética de la secrecion de
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p<0,01y ***p<0,001).

El control eficiente de la infeccidon con E75L por parte de los animales inmunizados con el

aislado atenuado E75CV1, encajaba con el hecho de que todos ellos fueran capaces de

evitar la secrecidn masiva de mediadores inmunoldgicos relacionados con la respuesta

innata, tan importantes como IFNa y TNFa (figura 43 A y B). Las diferencias observadas

para el caso de sCD163 no resultaron, en cambio, tan claras, esencialmente debido a los



altos niveles de partida (dia 0 piV) existentes en el suero de los animales pre-infectados
con E75CV1 (figura 43 C). En cualquier caso, a medida que avanzo la infeccién con E75L,
los niveles de sCD163 presentes en el suero de los cerdos control, fueron muy superiores

a los de los animales pre-inmunizados con E75CV1.

A pesar de los niveles de proteccidn tan elevados obtenidos con el aislado atenuado
E75CV1, todos y cada uno de los animales de este grupo sufrieron variaciones en el
numero total de PBMC, fruto de la infeccién con E75L. En ambos grupos, se pudo
observar un aumento en el recuento total de PBMC a dia 3 piV, seguido de una caida
constante del nimero total de células hasta el dia 7 piV, que en caso de los animales
control supuso la pérdida del 75% de las células totales, coincidiendo con la aparicion de
bajas en el grupo. En claro contraste, la caida en el recuento de PBMC en los animales
inmunizados con E75CV1 nunca supuso una pérdida significativa respecto a los nimeros
iniciales (dia 0 piV), volviendo a mostrar una tendencia hacia la recuperacién a partir del
dia 7 piV. Por ultimo, cabe destacar que el nimero de partida de PBMC de los animales
inmunizados con E75CV1 era significativamente mayor que el de los cerdos control

(figura 44 A).

Un analisis detallado de las principales subpoblaciones celulares presentes en las PBMC:
linfocitos B (CD21%), T-CD4", T-CD8", T-CD4"CD8" y monocitos/macréfagos (SWC3*), a lo
largo de la infeccidn con la cepa virulenta E75L permitid comprobar que en el grupo
control las poblaciones mas afectadas por el virus fueron los monocitos/macréfagos vy las
células B; que practicamente desapareciendo de la circulacion a dia 7 piV (figura 44 By
C). Curiosamente, en los animales protegidos por la vacunacién con E75CV1, se pudo
observar, a partir de dia 7 piV, un incremento exponencial del nimero de linfocitos T:
tanto T-CD4%, como T-CD8" y T-CD4°CD8" (figura 45), manteniéndose constante el
numero de macrdfagos y de células B (figura 44 B y C); si bien es cierto que los linfocitos
T-CD4" ya partian de una situacién privilegiada desde el inicio de la infeccién con E75L

(dia 0 piV), probablemente a causa de la inmunizacién con E75CV1.
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4.5. Estudio comparativo de la inmunopatogenia provocada por dos cepas

del VPPA homalogas: E75L virulenta y E75CV1 atenuada

La puesta a punto del modelo de infeccidn con el aislado atenuado E75CV1, permitid
plantear un estudio comparativo de la patogenia provocada por dos cepas homdlogas del
VPPA que difieren en su grado de virulencia: la virulenta E75L y la atenuada E75CV1. La
aplicacion de técnicas cldsicas de virologia e inmunologia junto con técnicas mas
modernas de transcriptdmica y protedmica deberian permitir esclarecer muchos puntos
tanto de la patogenia viral como de los mecanismos implicados en proteccion. Asi pues,
en el presente capitulo se presentan los datos obtenidos de un completo experimento
comparativo de infeccién con E75L y E75CV1. En dicho estudio se realizan sacrificios
seriados de los animales a distintos dias tras la infeccién, permitiendo la optimizacion en

la toma de muestras y un estudio mas detallado de la inmunopatogenia viral.

4.5.1. Cinética diferencial de la presencia de virus en sangre e hisopos nasales tras la
infeccion con E75L y E75CV1

Los animales objeto de estudio (54 cerdos) fueron sacrificados secuencialmente, una vez
divididos en 3 grupos: cerdos infectados con 10* UHAs, de E75L (virulento), cerdos
infectados con 10" UHAs, de E75CV1 (atenuado) y cerdos que permanecieron sin
infectar, utilizados como control del estudio. Los animales fueron sacrificados los dias 1,
3, 7 y 31 pi, para estudiar la cinética comparada de la evolucién de la enfermedad vy la
presencia viral, asi como de la induccion de respuesta inmune innata y/o adaptativa en
respuesta a la infeccidn con cada uno de los virus.

Como cabia esperar, los animales inoculados con la cepa virulenta E75L padecieron
signos severos de PPA aguda a partir de dia 5 pi, incluyendo hipertermia (mas de 40,52C),
disnea, depresién e inmovilidad. En claro contraste, los animales infectados con el
aislado atenuado E75CV1 sufrieron una leve hipertermia totalmente transitoria,

coincidiendo con la préctica ausencia de signos tipicos de PPA (figura 46).
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infectados (punto gris) (** p<0,01).

La diferente evolucion de la enfermedad entre ambos grupos de infeccién concordaba
con un retraso en la cinética de aparicion, tanto de la viremia (figura 47 A) como de la
excrecion viral (figura 47 B) en los animales infectados con E75CV1. De este modo, en el
grupo de cerdos infectados con la cepa virulenta E75L se empezd a detectar virus en
suero a partir del dia 3 pi, alcanzdndose titulos realmente altos a dia 7 pi (practicamente
de 10° UHAs,), momento en el que la excrecion viral también fue maxima. Por otro lado,
los animales infectados con el atenuado E75CV1 tan solo padecieron una ligera viremia
transitoria, detectable a dia 7 pi, corroborada con los datos obtenidos de excrecién viral.
Coincidiendo con la maxima carga viral detectada en suero a dia 7 pi en cerdos
infectados con E75L, en las PBMC de estos mismos animales se pudo detectar, por

citometria de flujo, la presencia de monocitos/macréfagos infectados (SWC3p30%)

(figura 47 C).
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(** p<0,01 y *** p<0,001).

Finalmente y como cabia esperar de los estudios realizados en el apartado anterior, sélo

se pudo detectar una respuesta inmunolégica especifica tanto humoral como celular, en

los animales que superaron la infeccién con E75CV1, alcanzando su maximo a dia 31 pi.



4.5.2. Eleccion del linfonodo gastrohepatico como érgano diana para los estudios de
inmunopatogenia comparada

Los animales infectados con el aislado atenuado E75CV1 no mostraron a ningun tiempo
post-infeccidn las lesiones macroscopicas tipicas de PPA aguda, independientemente del
organo evaluado: higado, rifién, bazo o linfonodo gastrohepatico. En claro contraste,
todos los 6rganos evaluados de los animales infectados con E75L presentaron lesiones de

PPA aguda a dia 7 pi (tabla VII).

Tabla VII. Valoracién minima y méaxima de las lesiones macroscopicas observadas tras la necropsia de los

animales infectados con E75L o con E75CV1 para cada tiempo seleccionado.

Higado Rifidn Bazo L. gastrohepatico
Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima

E75L 1dpi 0 0 0 0 0 1 0 1
3 dpi 0 0 0 0 0 1 0 1
7 dpi 0 4 1 7 0 1 4 9
E75CV1 1 dpi 0 0 0 0 0 0 0 1
3 dpi 0 0 0 0 0 1 0 1
7 dpi 0 0 0 0 0 0 0 0
31 dpi 0 1 0 1 0 0 0 0

Valoracién (0-12) Valoracién (0-15) Valoracién (0-9) Valoracién (0-9)

El higado, en la mayoria de los casos, presentd areas multifocales enrojecidas de forma
puntiforme en el parénquima. Asimismo, se observd un evidente edema y dilatacién de
la vesicula biliar, con una hemorragia masiva intraluminal (figura 48 A). Los rifiones, por
su parte, presentaban en general hemorragias corticales y medulares multifocales
(petequias) con diferentes grados de severidad y una marcada dilatacion pélvica (figura
48 B). El bazo, a pesar de ser uno de los drganos con una valoracion de las lesiones mas
baja, mostrd zonas infartadas multifocalmente de forma leve en algunos de los animales
y cierta esplenomegalia (figura 48 C), corroborada con el peso relativo del drgano en
estos animales, ya que fue muy superior al de los cerdos control y al de los cerdos

infectados con el atenuado E75CV1 a dia 7 pi (figura 49 A).



Figura 48. Fotografia ilustrativa de las lesiones macroscopicas mas evidentes encontradas en diversos
drganos a dia 7 pi tras la infecciéon con una dosis letal de E75L (A-D) y comparativa con érganos sanos
procedentes de un cerdo control (E-H): higado (A y E), rifion (B y F), bazo (C y G) y linfonodo gastrohepatico
(DyH).
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Figura 49. Evolucion del porcentaje medio del peso del bazo (A) y del linfonodo-gastrohepatico (B) respecto
al peso corporal del cerdo en el momento de la necropsia, se representan los valores medios y la desviacién
estandar de los animales infectados con E75L (rombo negro), E75CV1 (cuadrado vacio) o no infectados

(punto gris) (** p<0,01).

El analisis comparativo de los tejidos permitid definir, sin lugar a dudas, al linfonodo
gastrohepatico como el érgano mas afectado por la infeccidn con la cepa virulenta E75L
en todos los animales. Asi, la valoracion cuantitativa de las lesiones resultdé muy elevada
a dia 7 pi (de 4 a 9 puntos, tabla VII), caracterizada principalmente por una hiperplasia

muy marcada, hemorragia generalizada (figura 48 D) y por un incremento del peso



relativo muy acentuado (de tres veces) (figura 49 B), en comparacién tanto con los
controles como con los cerdos del grupo infectado con E75CV1, que no mostraron
alteracion macroscdpica alguna. A pesar de su intenso grado de afectacidn, la estructura
linfonodular de los linfonodos gastrohepaticos de los cerdos infectados con E75L se
mantuvo incluso a dia 7 pi, si bien, el linfonodo se encontraba totalmente congestionado
y con hemorragia masiva, apreciandose focos de necrosis de severidad variable

(figura 50 B).

Figura 50. Valoracion de la integridad estructural del linfonodo gastrohepatico mediante tincién de
hematoxilina-eosina de un cerdo representativo de cada grupo incluido en el ensayo: no infectados (A),

infectados con E75L a dia 7 pi (B) e infectados con E75CV1 a dia 7 pi (C).

En claro contraste, los dias 1 y 3 tras la infeccién con E75L nos se observaron hallazgos
resefiables y en lo que se refiere a la infeccién con el virus atenuado E75CV1, apenas se
pudo apreciar una ligera deplecién linfocitaria detectable Unicamente a dia 7 pi,
recuperada totalmente al fin del experimento (dia 31 pi) (figura 50 C).

Confirmando los hallazgos patoldgicos macro y microscdpicos, la cepa E75L fue mucho
mas agresiva en la colonizacion del linfonodo-gastrohepatico que el aislado atenuado
E75CV1. La tincién inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos especificos frente al
VPPA, detecté focos de antigeno viral muy tempranamente en el linfonodo-
gastrohepatico en ambas infecciones, mucho antes incluso de que se pudiera detectar
viremia o lesiones microscépicas, observandose en cualquier caso dramaticas diferencias
entre ambos virus (tabla VIII).

En el caso de la cepa E75L la invasion del tejido fue progresiva para finalmente

encontrarse repartido en toda la extension tisular (figura 51 C y D), alcanzando, ademas,



titulos virales en tejido muy elevados (figura 51 E). Por otro lado, la invasidn del tejido
con el virus atenuado E75CV1 resultdé mucho mas moderada, limitandose siempre a focos
de infeccién muy bien definidos (figura 51 B), y en concordancia los titulos de viremia y
excrecion viral, la cantidad de virus en tejido no resulté tan elevada como en el caso de la

infeccién con E75L (figura 51 E).

Tabla VIII. Valoracién del grado de invasion del linfonodo gastrohepdtico por parte del VPPA en los dos
grupos de infeccién: E75L (virulento) y E75CV1 (atenuado) a lo largo de la infeccidn: (-) no hay marcaje, (+)

invasion leve, (++) invasidn moderada y (+++) invasidn grave.

Grupos Animal 1 dpi 3 dpi 7 dpi 31 dpi

E75L 1 + ++ +++
2 - + ++
3 - ++ +++

E75CV1 1 + - + +
2 - - + +
3 + + - ++

Cabe resefiar que, a pesar de la ausencia de virus detectable en sangre y excreciones
virales en animales infectados con E75CV1 a dia 31 pi, se pudo detectar la presencia
residual de DNA y antigeno viral en linfonodo gastrohepdtico, detectado mediante RT-
gPCR e inmunohistoquimica, respectivamente, en este ultimo caso reducidos a un Unico

foco de marcaje en la mayor parte de los casos (tabla VIl y figura 51 E).
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Figura 51. Ejemplo de marcaje del antigeno p30 de VPPA en el linfonodo gastrohepdtico para la valoracion
de la invasién del tejido por el virus (E75L o E75CV1): marcaje negativo (A), colonizacién leve (B) colonizacion
moderada (C) y colonizacion severa (D). Cinética de deteccidn de DNA viral en linfonodo gastrohepatico de

cerdos infectados con E75L (rombo negro) o E75CV1 (cuadrado vacio) a lo largo del ensayo (* p<0,05).



Finalmente, y como hallazgos microscdpicos mas significativos de las diferencias
observadas entre ambas infecciones virales, cabria destacar una ligera infiltracion de
macréfagos (MAC387), detectable tan pronto como a dia 1 pi en los animales infectados
con E75CV1, que resulté masiva a dia 7 pi en los animales infectados con E75L (tabla IX);
en este ultimo caso, coincidiendo la presencia de macréfagos infectados (tabla VIII) con

la de células apoptoticas (caspasa-3 positivas, tabla X).

Tabla IX. Valoracién de la cantidad de macréfagos (MAC387") infiltrados en el linfonodo-gastrohepatico.

Grupos Animal 1dpi 3dpi 7dpi 31dpi
E75L 1 + + +++
2 + + +++
3 + + ++
E75CV1 1 + + + +
2 ++ ++ ++
3 ++ + ++
Control 1 + +
2 +
3 + + +

Tabla X. Valoracién de la cantidad de células en apoptosis (caspasa-3*) en el linfonodo-gastrohepatico.

Grupos Animal 1dpi 3dpi 7dpi 31dpi
E75L 1 + + +++
2 + + ++
3 + + ++
E75CV1 1 + + + +
2 + ++ + +
3 + +
Control 1 + + + +
2 +
3 +

4.5.3. Analisis comparativo de la expresion diferencial de genes relacionados con el
sistema inmunoldgico en linfonodo gastrohepatico de cerdos infectados con E75L o
con E75CV1

Con el objetivo de profundizar en las bases moleculares que gobiernan la respuesta
inmunitaria asociada a la infeccién con la cepa E75L o con el aislado E75CV1, se realizé
un estudio de expresidn génica diferencial, partiendo del RNA extraido a partir del

linfonodo gastrohepatico (figura 52).



Como estudio piloto y complementario a andlisis transcriptdmicos y proteédmicos mucho
mas sofisticados y que requieren un mayor tiempo de realizacién, se analizaron 21 genes
relacionados con el sistema inmunoldgico que, en su conjunto, abarcan mediadores clave
tanto para la respuesta inmune innata como adaptativa, incluyendo genes tipicos de una
respuesta Thl, Th2 y T-reguladora.

Tanto la infeccidon con E75L como con E75CV1 provocaron evidentes diferencias en los
niveles de expresidon de los genes seleccionados. Con el objetivo de poder realizar una
descripcién lo mas comprensible posible de los resultados obtenidos, éstos seran
presentados dependiendo del dia tras la infeccion en los que se ve alterada su expresion,
sefialando los cambios mas significativos observados entre si y siempre teniendo en

cuenta que todos los valores estan referidos respecto a los animales control sin infectar.

Ambos virus, E75 y E75CV1, demostraron ser capaces de regular diferencialmente el
sistema inmunoldgico del cerdo tan pronto como a dia 1 pi, mucho antes de que el virus
fuera detectable de forma masiva en el tejido analizado, en ocasiones regulando al
sistema inmunitario en direcciones totalmente contrarias. Este fue el caso de la
regulacion observada para la expresién de dos inmunomoduladores clave: CD163 e IFNy,
que a dia 1 pi vieron aumentada su expresion en el caso de las infecciones con el virus
atenuado y sub-expresados con el virus virulento. Adicionalmente, E75CV1 provocé la
inmediata sobre-expresion de citoquinas tales como /L5, IL6 e IL10 y la supresion de
caspasa-1; genes que permanecieron inalterables tras la infecciéon con el virulento. Del
mismo modo, E75L provocd la sobre-expresién de IL21 e inhibid la expresion de IL4.
Finalmente, se encontraron una bateria de genes sobre-expresados en diferente grado
en ambas infecciones, incluyendo IL18, IL8, IL12p40, TGFBR1 y TNFa, asi como sub-
expresado el gen que codifica la defensina-62.

Como cabia esperar, el efecto de ambas infecciones sobre el sistema inmunolégico del
cerdo resultaba mucho mas evidente a dia 3 pi, en ambos casos destacando la sub-
expresion de IL16, IL5, IL6, IL13, IL18, IL23 y TGFBR2, casi siempre siendo mas dramatica

en el caso del virulento. Curiosamente, Unicamente dos genes se sobre-expresaban a



este tiempo en ambas infecciones: IL8 e IL21, mientras que otros dos: IFNy y NFkB sufrian
una regulacién opuesta para cada infeccién, viéndose sobre-expresada en el caso del
atenuado e inhibida en el del virulento. La infeccién con E75L provocd, ademas, la sobre-
expresion de IL12p40 y TNFa y la sub-expresion muy acusada de CD163, defensina-62 e
IL4. Finalmente, la infeccion con el atenuado provoco la sobre-expresion de defensina-61

y la sub-expresién de caspasa-1.

Al contrario de lo que se habia mostrado a tiempos anteriores, a dia 7 pi, una gran
bateria de genes vieron aumentada su expresion exclusivamente para el caso del virus
virulento, incluyendo: CD163, defensina-62, IL18, IL6, IL10 y TLR3, ademas de las
comunmente activadas por E75CV1: IFNy, IL5, IL8, IL21, IL23 y TNFa. Unicamente
caspasa-1, IL4 e IL18 se mantuvieron sube-expresadas a dia 7 pi en ambas infecciones. En
claro contraste, la infeccion con el atenuado mostré su capacidad de inhibir la expresién
de 5 genes mas: CD163, defensina-62, IL18, defensina-81 e IL13, los tres primeros sobre-
expresados en la infeccidn con E75L. Finalmente, destacar que los genes IL12p40 vy
TGFBR1 fueron los Unicos activados diferencialmente tras la infeccion con E75CV1 a este
tiempo post-infeccion.

A dia 31 pi, las comparaciones sélo se pudieron hacer entre las muestras control sin
infectar y los supervivientes a la infeccidon con el virus atenuado E75CV1; mostrando el
siguiente perfil de expresion: sobre-expresién de IFNy, NFkB, IL8, TGFBR1 e IL23; y sobre
todo de CD163; e inhibicion de la expresion de defensina-82, IL13, TNFa y sobretodo de
defensina 81, IL18 e IL4.

Todos estos resultados permiten validar tanto la calidad del RNA que sera paralelamente
utilizado para realizar estudios de microarray como la de los genes seleccionados, que
permiten profundizar en los mecanismos que contribuyen a explicar el fino equilibrio que

mantiene las diferencias entre patogenia y proteccion.
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Figura 52. Andlisis de la expresion diferencial de genes reguladores del sistema inmunoldgico porcino en
linfonodo gastrohepatico de animales infectados con la cepa virulenta E75L o bien con el aislado atenuado
E75CV1. El grado de significacion en cada caso se establecié comparando los valores de cada grupo con los

valores de los controles en cada punto temporal (* p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001).



4.5.4. Analisis comparativo de la expresidon génica y proteica diferencial de factores
relacionados con el sistema inmunoldgico en sangre de cerdos infectados con E75L o
con E75CV1

Al igual que se observo en linfonodo-gastrohepatico, ya a dia 1 pi y en ausencia de virus
detectable, se pudo observar una clara regulacidn del sistema inmune en sangre como
consecuencia de la infeccidon con el VPPA (figura 53). Se sobre-expresaban IFNy, IL18,
IL10 y NFkB muy temprano tras la infeccion con ambos aislados, mientras que
Unicamente CD163 vid reducida su expresion. En paralelo, se pudo demostrar una sobre-
expresion selectiva de TGFBR1 tras la infeccion con E75CV1 y la inhibicion del gen

codificante de defensinaB2 tras la infeccién con E75L virulento.
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Figura 53. Analisis de la expresion diferencial de genes reguladores del sistema inmunoldgico porcino en
sangre de animales infectados con la cepa virulenta E75L o bien con el aislado atenuado E75CV1. El grado de
significacion en cada caso se establecié comparando los valores de cada grupo con los valores de los

controles en cada punto temporal (* p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001).



Sorprendentemente, el RNA aislado a partir de la sangre de cerdos infectados con ambos
aisaldos virales a dia 3 pi practicamente mostré el mismo perfil de sobre-expresion de
genes que el de dia 1 pi. En ambos casos se observé la sobre-expresién de IFNy, IL10, al
que se anadid TGFBR1. Sin embargo,la expresion de IL23 se vio fuertemente reprimida en
ambas infecciones, mientras que CD163 pasoé a verse sobre-expresado Unicamente tras la
infeccidn con E75L virulento. Del mismo modo, tanto defensina-62 como NFkB sufrieron
una inhibicién de su expresién. Curiosamente, IL18 disminuyd su expresidon en ambas
infecciones, perdiendo la expresion diferencial en el caso de la infeccion con el atenuado
y manteniendo una ligera sobre-expresién en el caso de E75L.

En claro contraste, el perfil de expresidn génica varié dramdaticamente a dia 7 pi, siendo
la infeccidn con el aislado E75CV1 la que mostré mayores oscilaciones en su perfil. De
este modo, E75CV1 provocé tanto la sobre-expresion selectiva de genes tan importantes
como IFNy e IL23 como la inhibicién de CD163, IL10 y TGFBR1; siendo el primero el Unico
selectivamente sobre-expresado por el virus virulento. Finalmente destacar que tras la
infeccidn con ambos virus se vieron sub-expresados los genes codificantes de defensina-
62, IL18 y NFkB.

Finalmente, la situacion a dia 31 pi sufrié un nuevo cambio al verse sobre-expresado
Unicamente el gen del TGFBR1, mientras que el resto de los genes evaluados vieron

inhibida su expresién, incluyendo: CD163, defensina-62, IFNy, IL16, IL10, IL23 y NFkB.

Independiente de la validez de estos resultados, sorprende la poca coincidencia entre los
resultados obtenidos del linfonodo gastrohepatico y de la sangre. Asi, Unicamente
enfocando nuestra atencién en los resultados que muestra una coincidencia absoluta,
cabe destacar: i) la sobreexpresion de /L18 a dia 1 pi y la reduccidén de la expresion de
IL23 a dia 3 pi e independientemente de la infeccién (E75L o E75CV1); ii) la regulaciéon
opuesta que se observa en lo que se refiere a la expresion de CD163 a dia 7 pi, sobre-
expresado en el caso del virulento e inhibido en el atenuado, iii) la sobre-expresién de

TGFBR1 a dia 31 piy iv) la sub-expresion de los genes IL18 y defensina-82 a dia 31 pi.



El analisis génico diferencial es una herramienta muy potente para identificar los
cambios en la expresién génica después de un tratamiento determinado, en nuestro
caso, para la comparacién de dos infecciones con virus homdlogos de distinta virulencia.
Sin embargo, en Ultima instancia es necesario medir los niveles de proteina especifica
generada codificadas en los genes evaluados, ya que la regulacion post-transcripcional
podria variar el patrén de expresion de la proteina final. Con este objetivo se midieron
los niveles de 5 factores solubles en suero relacionados con la respuesta a patégenos.
Curiosamente, los valores de TNFa en suero coincidieron con los resultados de RRT-qPCR
obtenidos de linfonodo gastrohepatico. Los animales infectados con el virus virulento
E75L vieron aumentados sus niveles de TNFa en suero a partir del dia 3 pi y, aunque las
diferencias no pudieran ser consideradas como estadisticamente significativas, sus
valores se mantuvieron mas elevados que los de los controles y los animales infectados
con el atenuado E75CV1 hasta el final del ensayo. Cabe destacar que los niveles de TNFa
de los animales infectados con E75CV1 fueron llamativamente indetectables al final del
ensayo (dia 31 pi) (figura 54).
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Figura 54. Cinética de deteccion de TNFa soluble mediante ELISA en suero, se representan los valores medios
y la desviacién estdndar de los cerdos infectados con E75L (rombo negro), E75CV1 (cuadrado vacio) o no

infectados (punto gris).



Los niveles de IL1B detectados en suero a partir de los tres grupos de infecciéon no
presentaron diferencias significativas entre ellos, con excepcidn del ultimo dia de ensayo
(dia 31 pi) en que los niveles de la citoquina fueron indetectables en los animales
infectados con E75CV1. Pese a ello, se observd una tendencia a dia 3 pi de tener niveles
de IL1B mas elevados tras ambas infecciones (E75L o E75CV1) que en los controles,

siendo mayores en el caso de los animales infectados con la cepa virulenta (figura 55).
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Figura 55. Cinética de deteccidn de IL1B soluble mediante ELISA en suero, se representan los valores medios
y la desviacién estandar de los cerdos infectados con E75L (rombo negro), E75CV1 (cuadrado vacio) o no

infectados (punto gris) (* p<0,05).

De todos los factores solubles evaluados, el sCD163 fue el que permitié observar
mayores diferencias entre ambos tipos de infecciéon, aumentando mas de 10 veces su
nivel a dia 7 pi en el grupo de infeccion con E75L cuando se comparaba con los obtenidos
a partir de animales control o infectados con el aislado E75CV1 (figura 56). Finalmente,
se analizo el nivel en suero de una de las citoquinas clave en respuesta inmune innata
IFNa, para la que no se pudo realizar una RRT-gPCR. Al igual que ocurria para sCD163, los
niveles de IFNa encontrados en suero aumentaban muy significativamente a dia 7 pi solo

en aquellos animales infectados con la cepa virulenta E75L (figura 57). Esta misma



evolucidn siguid la citoquina IL12, aunque las diferencias observadas no mostraron tanta

significacién estadistica (figura 58).
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Figura 56. Cinética de deteccion de sCD163 mediante ELISA en suero, se representan los valores medios y la
desviacién estandar de los cerdos infectados con E75L (rombo negro), E75CV1 (cuadrado vacio) o no

infectados (punto gris) (*** p<0,001).

60 A

@ E75L
OE75CV1
50 - ® Control
40 A —
g
£
= 30
£
— *
= 20 A
10 4 é
EE
& & =
o] T T T 1
1 3 4 21

dias post-infeccién

Figura 57. Cinética de deteccion de IFNa soluble mediante ELISA en suero, se representan los valores medios
y la desviacién estdndar de los cerdos infectados con E75L (rombo negro), E75CV1 (cuadrado vacio) o no

infectados (punto gris) (* p<0,05).
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Figura 58. Cinética de deteccidon de IL12 soluble mediante ELISA en suero, se representan los valores medios
y la desviacidn estandar de los cerdos infectados con E75L (rombo negro), E75CV1 (cuadrado vacio) o no

infectados (punto gris).

Al problema que supone la limitacion de mRNA a la hora de analizar un nimero ingente
de mediadores inmunoldgicos a partir de sangre, bien sea por RRT-qPCR o mediante un
microarray, hay que afadir la imposibilidad de realizar ensayos de protedmica utilizando
sangre, asi como la ausencia de reactivos inmunoldgicos que permitan analizar un
numero elevado de proteinas solubles en suero.

Con este problema en mente, decidimos centrarnos en las muestras de linfonodo
gastrohepdtico, que permiten analizar el maximo posible de proteinas (mediante
protedmica) como de mRNA (mediante transcriptémica) diferencialmente expresados
tras la infeccién con cada uno de los aislados de VPPA. En los siguientes apartados se
pretende simplemente mostrar un ejemplo que demuestre la utilidad de las muestras
seleccionadas, abriendo la oportunidad de realizar un analisis mas exhaustivo con todas
ellas en el futuro, siempre en colaboracién con los expertos en esta materia, los Dres.

Angela Moreno y Juan José Garrido de la Universidad de Cérdoba.



4.5.5. Analisis comparativo global de la expresion diferencial de genes y proteinas en
linfonodo-gastrohepatico tras la infeccion con E75L o E75CV1

Siguiendo el razonamiento recién descrito, los linfonodos gastrohepaticos obtenidos a
partir de los animales control o infectados los dias 1, 3, 7 y/o 31 pi con E75L o E75CV1
fueron utilizados para extraer el RNA o las proteinas totales.

Una vez confirmada la calidad de los RNA obtenidos, las muestras fueron enviadas a
CABIMER (Sevilla) para su utilizacion en andlisis de microarray basados en las secuencias
gendmicas del porcino, sobretodo centrado en genes que codifican proteinas
relacionadas con el sistema inmunitario del cerdo (Affymetrix). Actualmente, todas las
muestras ya han sido analizadas utilizando esta metodologia, procediendo al analisis
estadistico exhaustivo de los resultados. De todos modos, en primera instancia todos los
puntos demuestran una resolucién muy elevada, validando la eleccién y el tratamiento
de las muestras.

De igual forma, el tratamiento de las muestras para protedmica parecié rendir los
resultados esperados aunque en este caso, la calidad de las mismas varid mucho
dependiendo del tiempo post-infeccion seleccionado, muy probablemente reflejo de
dicha infeccidon. En cualquier caso, en la presente Tesis se presentan los datos de dia 3 pi,
obtenidos por electroforesis bidimensional a partir del linfonodo gastrohepatico.
Analizando los geles de electroforesis bidimensional se observé que, en general, la
mayoria de las proteinas se localizaron dentro de un rango de pH de 5 a 8, observandose
una menor resolucion en la zona acida. La reproducibilidad de los geles fue superior al
85% y se detectaron alrededor de 500 puntos (spots) bien resueltos en cada uno de ellos.
De las 173 proteinas diferencialmente expresadas (PDE) se pudieron identificar 115
mediante espectrofotometria de masas y trampa idnica (anexo). Cabe afadir que
mediante esta metodologia se identificaron varias de las isoformas de una misma
proteina o formas truncadas de la misma, entre las cuales se encontraron: albumina,

actina, coldgeno y proteinas de choque térmico (HSPAS).



De las 115 PDE identificadas muchas se vieron alteradas en los dos tratamientos (tabla
XI), mientras que otras sélo cambiaron la expresidn bien tras la infecciéon con la cepa

virulenta E75L (tabla XIl) o bien con el aislado atenuado E75CV1 (tabla XIlI).

Tabla XI. PDE en linfonodo-gastrohepdtico a dia 3 tras la infeccién con ambos virus: E75L (virulento) o

E75CV1 (atenuado).

E75L E75CV1
Ratio Ratio
Proteina Valor P de cambio Valor P de cambio
Proteina ACTG1 0,0008 -7,9 0,0015 -12,8
B-actina 0,0060 -7,9 0,0062 -6,0
Actina citoplasmdtica 1 0,0003 -28,2 0,0000 -8,2
Actina citoplasmdtica 1 0,0108 -15,5 0,0104 -18,1
Actina citoplasmdtica 1 0,0062 -4,1 0,0005 -3,2
Actina citoplasmdtica 1 0,0010 -14,3 0,0130 -24,5
Actina citoplasmdtica 1 0,0000 -4,1 0,0000 -3,4
Actina citoplasmdtica 1 0,0043 -13,2 0,0013 -1,4
Actina citoplasmdtica 1 0,0001 -10,4 0,0001 -6,4
Actina citoplasmética 1 0,0082 -35,6 0,0080 -22,0
Actina citoplasmdtica 1 0,0020 -6,3 0,0055 -4,3
Actina citoplasmética 1 0,0005 -5,3 0,0009 -3,8
Actina citoplasmdtica 2 0,0000 -25,5 0,0000 -10,4
y-actina citoplasmadtica 1 0,0360 -154,0 0,0418 -13,8
y-actina citoplasmatica 1 0,0009 -7,3 0,0224 -19,1
Subunidad 2 del complejo proteico 2/3 relacionado con la actina 0,0036 8,7 0,0017 13,1
Annexina A5 0,0034 3,2 0,0002 4,3
a-1-antitripsina 0,0029 4,2 0,0172 4,9
Subunidad B de la ATP sintasa 0,0000 8,6 0,0121 10,7
Proteina 1 del canal intracelular del cloro 0,0015 2,2 0,0000 4,0
Proteina semejante a la coactosina 0,0160 -4,6 0,0199 -4,6
Proteina reactiva C 0,0001 2,6 0,0080 2,2
Proteina 1 asociada al citoesqueleto 0,0116 2,2 0,0128 2,1
a-enolasa 0,0046 2,1 0,0000 3,0
Factor eucaridtico 5A-1 de iniciacion y translacion 0,0027 -2,6 0,0063 -2,2
Subunidad B de la proteinade encapuchamiento F-actina 0,0006 2,0 0,0010 2,4
Cadena ligera de la ferritina 0,0001 11,6 0,0306 3,0
Proteina semejante a la ribonucleoporina D nuclear heterogénea 0,0343 2,6 0,0004 4,1
Subunidad a de la deshidrogenasa isocitrato (NAD) mitocondrial 0,0003 4,0 0,0004 4,6
Lamina-B1 0,0004 6,3 0,0103 8,5
Peroxiredoxina-2 0,0000 3,6 0,0000 4,5
Subunidad 1 del complejo activador del proteasoma 0,0002 2,7 0,0006 2,4
Subunidad 2 del complejo activador del proteasoma 0,0009 2,4 0,0006 2,8
Proteina homologa a SEC13 0,0015 2,2 0,0012 2,4
Subunidad a del proteasoma tipo 6 0,0004 5,1 0,0000 4,3
Subunidad a del proteasoma tipo 4 0,0000 3,2 0,0026 4,0
Proteina DJ-1 0,0060 2,6 0,0000 3,2
Inhibidor B de disociaciéon Rab GDP 0,0108 16,3 0,0077 12,4
AlbUmina sérica 0,0000 -12,7 0,0000 -24,3
Albumina sérica 0,0150 -9,4 0,0166 -12,4
AlbUmina sérica 0,0004 -2,6 0,0066 -2,7
Albumina sérica 0,0005 -3,1 0,0003 -3,1
AlbUmina sérica 0,0079 -8,8 0,0045 -6,8

Albumina sérica 0,0000 -3,0 0,0000 -2,4



Albumina sérica
Albumina sérica
Albumina sérica
Albumina sérica
Albumina sérica
Albumina sérica
Albumina sérica
Albumina sérica
Hidrolasa formilglutationa S
a-tubulina
Cadena B de la tubulina
Enzima E2K conjugado a ubiquitina
Vimentina
Proteina 14-3-3 B/a
Proteina 14-3-3y
Proteina 14-3-3 z/8
deshidrogenasa hidroxisteroide 14 17

0,0009
0,0020
0,0010
0,0118
0,0006
0,0001
0,0000
0,0029
0,0066
0,0001
0,0008
0,0002
0,0307
0,0000
0,0190
0,000

0,0062

2,5
3,6
4,1
-8,1
4,1
7,6
4,4
-4,4
2,0
-11,9
3,5
2,4
2,1
11,1
-89,7
7,3
9,8

0,0005
0,0087
0,0072
0,0132
0,0010
0,0000
0,0046
0,0188
0,0019
0,008
0,0012
0,0057
0,0140
0,0000
0,0210
0,0001
0,0070

2,8
2,2
3,2
5,3
-3,0
-4,7
5,4
5,2
2,5
34,8
2,5
2,8
2,3
-8,9
-17,3
-16,5
5,9

Tabla XII. PDE en linfonodo-gastrohepatico a dia 3 tras la infeccién con la cepa virulenta E75L.

E75L
Proteina Valor P Ratio de cambio

Actina citoplasmatica 1 0,0000 -15,9

Actina citoplasmética 2 0,0029 -2,3
Reductasa de la aldosa 0,0016 -2,0
Antitrombina-IIl 0,0002 3,3

Anhidrasa carbdnica 2 0,0112 3,3
Endoplasmina 0,0289 3,1

B-enolasa 0,0106 -2,9

Proteina soluble de adhesién a NSF a 0,0014 2,6
Aminotransferasa ornitina mitocondrial 0,0327 -2,0
Inhibidor de la ribonucleasa 0,0162 -5,7
Pirofosfoquinasa fosfato de la ribosa 0,0091 -4,9
Dominio SAP-conteniendo la ribonucleoproteina 0,0269 -3,3
Serotransferrina 0,0018 -94,4

Albumina sérica 0,0000 -6,2

AlbUmina sérica 0,0000 -3,3

Albumina sérica 0,0000 6,8

Albumina sérica 0,0000 -2,5

Albumina sérica 0,0325 -2,5
Albumina sérica 0,0039 -11,5
Albumina sérica 0,0216 -12,7

Proteina semejante tioredoxina 1 0,0393 1,9
Tropomodulina Ubicua (U-Tmod) 0,0051 -10,5
Proteina 14-3-3 ¢ 0,0337 -2,0

Proteina de 78 kDa regulada por la glucosa 0,0072 2,6




Tabla XIil. PDE en linfonodo-gastrohepatico a dia 3 tras la infeccidn con el aislado E75CV1.

E75CV1
Proteina Valor P Ratio de cambio

B —actina 0,0119 -23,4

Subunidad B de la sintasa de ATP mitocondrial 0,0043 -11,2
Cadena a-1(l) delcoldageno 0,0057 3,2

Cadena a-1(l) delcoldgeno 0,0204 2,9

Cadena B de la deshidrogenasa del lactato L 0,0007 4,6
Proteina de encapuchamiento de macréfagos 0,0268 1,8
Proteina asociada a microtubulos, familia RP/EB , miembro 1 0,0440 1,9
Proteina soluble de adhesién a NSF a 0,0021 5,2
Sintetasa del fosforibosil pirofosfato 1 0,0003 5,6
Isomerasa de la proteina bisulfito A3 0,0005 2,8
Proteina DJ-1 0,0329 2,9

Proteina de 40 KDa 0,0327 -2,8

Proteina Rab-15 relacionada con Ras 0,0025 2,3
Inhibidor de la disociacion de Rho-GDP 1 0,0003 2,5
Reductasa del peroxido dependiente de la tioredoxina, mitocondrial 0,0002 1,6
Isomerasa del triosafosfato 0,0037 3,1
Serotransferrina 0,0127 1,6
Serotransferrina 0,0015 -4,9
Serotransferrina 0,0000 -3,6
Serotransferrina 0,0011 2,3
Serotransferrina 0,0061 2,4
Serotransferrina 0,0005 3,0
Serotransferrina 0,0112 2,7

Sorcina 0,0000 3,6

Las PDE identificadas se clasificaron en 4 grupos para su andlisis funcional, teniendo en
cuenta si se habia alterado su expresién en ambos grupos de infeccidn o solo en uno de
ellos (tabla XIV). De este modo, en el grupo | se incluyeron todas las PDE que vieron
alterada su expresidn tras la infeccién con la cepa virulenta E75L (coincidentes o no con
las PDE alteradas en la infeccidn con E75CV1), en el grupo |l se englobaron todas las PDE
alteradas tras la infeccion con el aislado atenuado E75CV1 (coincidentes o no con las PDE
alteradas en la infeccién con E75L) y finalmente, en los grupos lll y IV se incluyeron
aquellas PDE que vieron modificada su expresion sélo tras la infeccion con E75L o con
E75CV1, respectivamente, con el objetivo de encontrar las diferencias en la respuesta
inmune producidas por dos virus homdlogos con distinta virulencia. En la infeccién con la
cepa E75L (virulenta) se identificaron 85 PDE, 29 de ellas sobre-expresadas y 56 sub-
expresadas. Asimismo, en la infeccién con E75CV1 (atenuado) se hallaron 94 PDE, 49
sobre-expresadas y 45 sub-expresadas. Como ya era de esperar, el nimero de PDE

afectado sdlo por uno de los tratamientos fue considerablemente menor.



Tabla XIV. Niumero de PDE a dia 3 tras ambas infecciones o sélo en una de ellas.

Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV
Proteinas sobre-expresadas 29 49 7 27
Proteinassub-expresadas 56 45 17 6
TOTAL 85 94 24 33

Viendo todos estos datos en conjunto, se constatd que el andlisis de las PDE del
linfonodo gastrohepatico de tan solo un punto temporal (dia 3 pi) del ensayo permitid
detectar diferencias en multitud de procesos afectados por la infeccidon con el VPPA en
general, a la vez que permitia vislumbrar procesos diferencialmente afectados tras la
infeccidon con dos cepas homdlogas con distinto grado de virulencia. Es evidente, que
para sacar conclusiones en firme serd necesario el andlisis en profundidad de los datos
aqui presentados, asi como de los demas puntos temporales seleccionados; tarea en la
que se encuentra centrada gran parte de la linea actual de investigacidon de nuestro
grupo, incluyendo por supuesto a nuestros colaboradores: el Dr. Juan José Garrido y la

Dra. Angela Moreno.









"El cerdo no suena con rosas, sino con bellotas”
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La PPA es una enfermedad del ganado porcino que provoca grandes pérdidas
econdmicas en los paises afectados y para la que, a dia de hoy, no existe tratamiento ni
vacuna eficaz, dejando como Unica medida de contencidn el diagndstico temprano de la
misma y el sacrificio masivo de los animales infectados. El panorama aun es mas
dramatico en los paises del Africa subsahariana, donde la enfermedad es endémica y las
medidas recién descritas son de imposible aplicaciéon, quedando destruida la que es, en
ocasiones, la uUnica fuente de proteinas de la dieta. A pesar de los intentos realizados
hasta el momento por conseguir una vacuna segura y eficaz, todavia estamos lejos del
éxito total, por lo que cualquier avance en este sentido resulta totalmente necesario. Asi
pues, el trabajo realizado durante la presente Tesis se ha centrado en este objetivo,
concentrandonos en la generacidn de nuevas estrategias vacunales capaces de generar la
mayor proteccion posible frente a la PPA, facilitando a su vez la identificacidon de nuevos
antigenos relevantes y profundizando en el conocimiento de los mecanismos

inmunoldgicos importantes en proteccion y/o patogenia viral.

Como se ha comentado con anterioridad, el trabajo de la presente Tesis partié de
resultados previos obtenidos en el laboratorio, en los que se describia la generacién de
una vacuna de DNA (pCMV-UbsHAPQ) que, a pesar de codificar Unicamente 3 antigenos
virales (de los mas de 150 posibles) fusionados al polipéptido celular ubiquitina, era
capaz de proteger al 33% de los animales vacunados frente a la infeccidn letal con el
VPPA (Argilaguet et al., 2012b). Como cabia esperar, a causa de la presencia de
ubiquitina en la vacuna (Rodriguez et al., 1997), la proteccion fue conferida en ausencia
de anticuerpos, coincidiendo, ademds, con un aumento de células T-CD8" en sangre
periférica, ratificando asi la importancia de esta subpoblacién celular en proteccién
frente al VPPA (Oura et al., 2005). Los primeros esfuerzos realizados en esta Tesis han
permitido, por primera vez para el caso del VPPA, identificar dos epitopos T-CD8" con
potencial protector. La caracterizacién de los péptidos F3 y A6 permitid cerrar el trabajo
y la publicaciéon definitiva del articulo correspondiente (Argilaguet et al., 2012b).

Adicionalmente, los resultados obtenidos permitieron ratificar, por un lado, que las



proteinas recombinantes p54, p30 y sHA, utilizadas previamente como estimulos en los
ensayos in vitro, no se presentaban eficientemente en SLA-I; y por el otro, que la limitada
presentacién antigénica de E75L, obedecia a un fendmeno de inmunodominancia que
afectaba negativamente a los péptidos F3 y A6 (Takamatsu et al., 2012). Siguiendo con
este mismo fendmeno, no todos los cerdos protegidos (convencionales o SPF),
respondieron en la misma medida frente a los dos péptidos, sugiriendo cierta
inmunodominancia de un epitopo frente al otro, muy probablemente dependiendo del
haplotipo del animal; hipdtesis qué esperamos pueda ser confirmada en el futuro
mediante el haplotipado de los animales supervivientes.

Curiosamente los dos péptidos frente a los que respondieron las PBMC (F3 y A6), de los
53 disefiados en base a las secuencias de las proteinas virales p30, p54 y sHA,
pertenecian a la secuencia de sHA, integrados en el mismo dominio extracelular. Varias
son las explicaciones plausibles para explicar la falta de respuesta frente a los otros 51
péptidos disefiados como potenciales epitopos CTL: limitaciones en las predicciones
tedricas, limitaciones técnicas, el establecimiento de una jerarquia de
inmunodominancia que enmascare otras posibles respuestas o la ausencia real de otros
epitopos con potencial protector en la secuencia de p30, p54 y sHA. De todos modos, el
hecho de que ninguno de los epitopos disefiados en base a la secuencia de las proteinas
p54 y p30; esta ultima previamente descrita como potencial diana de CTL (Alonso et al.,
1997), estimulara especificamente a las PBMC, puede ayudar a explicar la falta de
proteccion conferida por las vacunas DNA codificando exclusivamente estas dos
proteinas (Argilaguet et al., 2011). La inmunizacion de cerdos convencionales y SPF con
los dos péptidos (F3 y A6) permitié confirmar su capacidad protectora.

El hecho innegable de que el protocolo de inmunizacidn con péptidos y adyuvante de
Freund resulte totalmente subdptimo a la hora de inducir respuestas CTL (Ramirez et al.,
2007), junto con el hecho de que los péptidos cortos solubles son facilmente degradables
una vez inyectados, permite ser optimistas en cuanto a la obtenciéon de una proteccion
mayor si se administran en el futuro como parte integral de una formulacidn vacunal mas

compleja y optimizada.



Con el objetivo de mejorar el grado de proteccién conferido por nuestras vacunas DNA,
decidimos apostar por una estrategia basada en la inmunizacidn con librerias gendmicas
de expresién (ELI), descrita por primera vez para conferir proteccidn frente a
Mycoplasma pulmonis en un modelo de ratén (Barry et al., 1995). La estrategia ELI
consiste en la inmunizacién con complejas mezclas de pldsmidos que contienen
fragmentos mds o menos al azar obtenidos del genoma del patégeno en particular y que
ha demostrado ser eficaz frente a patégenos mucho mas complejos que el VPPA, como
puede ser el propio Mycoplasma, o parasitos tales como Trypanosoma cruzi (Fralish and
Tarleton, 2003; Tekiel et al., 2009) o Leishmania major (Piedrafita et al., 1999). En
algunos casos, la utilizacion de ELI ha permitido la identificacion individual de antigenos
inmunoprotectores, como ocurrié con una ELI de mds de 50.000 clones obtenida de
Chlamydophila psittaci, a partir de la cual se llegaron a identificar 5 epitopos con

potencial protector en bdvidos (Barry et al., 2004).

La obtencién de dos librerias en paralelo con los fragmentos SD y SB del genoma del
VPPA permitié obtener dos conclusiones que facilitaron las tareas subsiguientes. Por un
lado, se descartd la utilizaciéon de sHA como adyuvante genético para nuestras ELI
futuras, confirmando los datos previamente obtenidos con la construccion pCMV-sHAPQ
(Argilaguet et al; 2011) y ratificando que lo importante no es potenciar una respuesta
inmune per se (en su caso anticuerpos y células T-CD4"), sino estimular una respuesta
inmune capaz de proteger (ni pCMV-sHAPQ ni sHA-ELIsp/sp confirieron proteccién alguna
frente al VPPA). Por el otro, reafirmdé el enorme potencial de la ubiquitina como
potenciador de la respuesta protectora de nuestras vacunas, muy probablemente
ratificando la relevancia de la respuesta T-CD8" en proteccién.

La co-inmunizacién de cerdos convencionales con pCMV-UbsHAPQ mds Ub-ELIsp/sp (Ub-
ELlsp/se-sharq) NO SOlo permitid mejorar la proteccion conferida por el plasmido pCMV-
UbsHAPQ, sino ademas confirmar la eficacia de la estrategia ELI y evidenciar la existencia

de epitopos con capacidad protectora en las secuencias comprendidas en SD y/o SB.



La secuenciacién selectiva de cada uno de los 380 clones que forman parte de la libreria
Ub-ELlsp/sp, permitié confirmar la presencia de 7 pldsmidos que contenian secuencias del
genoma que mantenian la pauta de lectura con la ubiquitina. Un estudio in silico de la
secuencia correspondiente a los fragmentos SD y SB de Ba71V, permitié predecir la
obtencidn tedrica de 11 clones que, manteniendo la fase 1 de lectura de la ubiquitina,
codificaban fragmentos correspondientes a ORF previamente descritas, con lo que la
representatividad de nuestra ELI parecia estar asegurada. Estos resultados demuestran
que la estrategia ELI es de gran utilidad a la hora de identificar antigenos protectores en
patdgenos complejos como el VPPA. Asi, la seleccién de estos 7 clones (a partir de los
380 originales) permitidé confirmar su capacidad protectora, primero en cerdos
convencionales y posteriormente en ensayos de co-inmunizacién con pCMV-UbsHAPQ
en cerdos SPF. Independientemente de la proteccidn conferida por estos 7 clones, no se
debe descartar la presencia de posibles secuencias protectoras en el resto de la libreria, a
pesar de no corresponder con ORF previamente descritas (Jenson et al., 2000).
Curiosamente, tres de los siete clones identificados a partir de la ELI coinciden con
polipéptidos de 3 proteinas previamente implicadas en la respuesta humoral frente al
VPPA: p10, pp220 y pCP312R (lvanov et al., 2011; Kollnberger et al., 2002). Aunque su
implicacion en respuesta celular nunca antes se ha sugerido, cualquiera de estas
proteinas representa un buen candidato tedrico al que adscribir la proteccién observada
tras la inmunizacién con los 7 clones. Actualmente nos encontramos en el proceso de
identificacion final de el/los posible/s epitopo/s T-CD8" involucrados en proteccién,
utilizando péptidos cortos solapantes. El mapeo de epitopos con péptidos solapantes
resultaria econdmicamente inviable a partir del genoma completo del VPPA (mdas de 150
proteinas, algunas con mas de 3.000 aminodacidos) y sélo sera abordable gracias a esta
labor previa de reduccidn de las secuencias potencialmente implicadas en proteccion a
unos pocos polipéptidos de tamafio relativamente corto.

La identificacién definitiva de los epitopos protectores a partir de los 7 clones permitira

su inclusién junto con F3 y A6 en una Unica construccién vacunal optimizada,



experimentos que formardn parte de una tesis doctoral actualmente en curso en el

laboratorio.

Visto el éxito de esta primera prueba de concepto, se generd Ub-ELl ompieta, Una nueva ELI
basada en el 76,5% del genoma del VPPA. Dificultades técnicas, algunas de ellas
inherentes al método de obtencidn de las ELI, imposibilitaron la representacion total del
genoma viral, quedando excluidos los extremos altamente repetitivos del genoma, asi
como la pérdida de los extremos 5’ y 3’ de cada uno de los fragmentos de restriccién
utilizados, por incompatibilidad con los sitios de clonaje en pCMV-Ub (Bglll y Bcll). De
igual modo, aquellos fragmentos Sau3Al que, conteniendo un ATG iniciador de una ORF
precedido por un codén de terminacion (presentes de forma natural en el genoma),
también verian imposibilitada su expresion. Independientemente de sus limitaciones,
Ub-ELlcompleta fue capaz de proteger a mas del 50% de los cerdos inmunizados,
convencionales o SPF, frente al desafio letal con VPPA. Este grado de proteccién no deja
de ser sorprendente, teniendo en cuenta que en el caso de los cerdos SPF la proteccion
llegé a ser practicamente total en el 50% de los cerdos protegidos, al menos en lo que se
refiere a su capacidad para controlar totalmente la viremia y la excrecion viral; fendmeno
no observado hasta el momento para ninguna de las vacunas DNA ensayadas, incluyendo
la combinacién pCMV-UbsHAPQ mas Ub-ELlsps. Siendo conscientes de que la
formulacion vacunal estd lejos de resultar éptima; habiéndose inoculado mas de 4.000
plasmidos a la vez a una concentracion de 0,15 pg/plasmido/dosis en lugar de los 600
ug/plasmido/dosis dptimos, podemos permitirnos confiar en un grado de proteccion
mucho mas sdlido en un futuro préximo. En este sentido cabe destacar que una de las
direcciones prioritarias de nuestra linea de investigacidon y parte de una nueva tesis
doctoral del grupo, consiste en identificar los antigenos responsables de la proteccion
conferida por estas vacunas. Para facilitar esta tarea, durante la presente Tesis se ha
realizado la puesta a punto de técnicas que permitiran la identificacidon in vitro de
aquellos clones de la libreria que sean capaces de estimular especificamente la

proliferacién de células T-CD8". Una de estas técnicas es el aislamiento de fibroblastos



primarios de cada uno de los cerdos protegidos, a la que hay que afadir la
caracterizacién de su capacidad para la presentacion de péptidos especificos mediante
SLA-I, con la dificultad afiadida de utilizar VPPA como estimulo al provocar una evidente
disminucién de la expresion de SLA-I en su superficie. Mas recientemente, también se
han optimizado los protocolos de transfeccién de cultivos primarios, aumentando su
eficiencia a mas de un 35%,; suficiente como para plantearse la inminente puesta a punto
de un ensayo de estimulacidn de la proliferacién in vitro basado en el marcaje mediante
CFSE  (Banks et al., 2011), que permitira el posterior fenotipaje de las células
estimuladas.

Al igual que sucedié en su momento para los péptidos F3 y A6 de sHA, la carencia de
péptidos T-CD8" identificados en VPPA ha impedido confirmar al 100% la identidad de las
células responsables de la proteccion tras la inmunizaciédn con Ub-ELlompleta, @ Pesar de
que casi sin lugar a dudas se trate en exclusiva de células T-CD8". Coincidiendo con esta
hipdtesis, cabe destacar que, tanto los linfocitos T-CD8" como los doble positivos de
memoria T-CD4'CD8" (Alonso et al., 1997; Nascimbeni et al., 2004), aumentaba
inmediatamente tras la infeccion viral, coincidiendo con el control de la viremia de los
animales supervivientes, llegando a incrementar exponencialmente su nimero al final
del ensayo de una manera similar a lo ya descrito para los cerdos supervivientes
inmunizados con el plasmido pCMV-UbsHAPQ (Argilaguet et al., 2012b).

Por ultimo, cabe destacar que los animales supervivientes a la infeccion letal con el
VPPA, tanto vacunados con Ub-ELl;gonessuapq COMo vacunados con Ub-ELlompieta, S€
encontraban libres de virus al final del experimento, no solo en sangre sino también en

excreciones; lo que evitaria la transmisién del VPPA a cerdos susceptibles.

Como para muchas otros patdgenos que tienen como diana principal las células del
sistema inmunitario (Eugenin et al., 2006; Hulst et al., 2012; Tumpey et al., 2005), la
infeccién con el virus E75L virulento provoca una “tormenta de citoquinas”, detectable
en suero. Como cabia esperar, los animales protegidos tras la vacunacién con DNA,

fueron capaces de controlar, en mayor o menor medida, este desorden del sistema



inmunolégico porcino y, a la ya previamente descrita secreciéon de TNFa, cabe afiadir el
evidente control de IFNa y de sCD163.

TNFa se ha relacionado histéricamente con el dafio en las células endoteliales vasculares
y con la apoptosis, ambos observables en infecciones agudas con VPPA virulentos,
sugiriéndose ademds una relacidon directa entre la cantidad de células infectadas y el
dafio tisular producido (Carrasco et al., 1996a; Gomez del Moral et al., 1999; Oura et al.,
1998b; Salguero et al., 2005); observacion aqui ratificada al vislumbrar una coincidencia
total entre los niveles de TNFa en suero y el nimero de macréfagos infectados en sangre
(SWC3p30%).

Las observaciones respecto a IFNa admiten, sin embargo, una mayor controversia, ya
que en el Unico trabajo citado recientemente en la literatura, se describe un efecto
practicamente inverso al que recurrentemente nos encontramos tras la infeccién con
E75L virulento en el laboratorio. Asi, tras la infeccién experimental con un virus virulento
aislado recientemente del Cducaso, se observa un aumento inicial de esta citoquina en
suero, que a medida que avanza la infeccidn va disminuyendo (Karalyan et al., 2012b);
justo a la inversa de lo que cabria esperar para infecciones sistémicas, que suelen
correlacionar, como en nuestro caso, con altos niveles de TNFa e IFNa en suero (Murphy
et al., 2008). En concordancia con lo controvertido de los resultados; el IFN de tipo |,
incluido IFNa, pareceria jugar un papel dual durante la infeccidn. Por un lado, el virus ha
evolucionado generando estrategias que permiten, en la medida de lo posible, inhibir o
disminuir los efectos antivirales del IFN tipo I; habiéndose involucrado hasta el momento
varios antigenos virales en el proceso: pA276L (MGF360), pA528R (MGF530), pl329L y
pA238L (Correia et al., 2012) y cuya delecidn, en algunos casos, provoca la atenuacién del
virus (Afonso et al., 2004; Neilan et al., 2002; Zsak et al., 2001). A este papel clave del IFN
tipo | durante las fases tempranas de defensa frente al VPPA (inmunidad innata), se
contrapondria, sin embargo, su total desregulacidn a tiempos tardios tras la infeccion,
coincidiendo con la invasidon masiva y sistémica por parte del VPPA.

Por ultimo, cabe destacar los elevados niveles de un nuevo mediador soluble, sCD163,

encontrados en el suero de los animales infectados con el virus E75L virulento en las



etapas terminales de la infeccién. Los datos de RRT-gPCR en drganos linfoides, junto con
los del ELISA de deteccidn de sCD163, permiten proponer este indicador de inflamacion
(Onofre et al., 2009) como un marcador de patogenia viral en ensayos de infeccidn con
VPPA in vivo, del mismo modo que previamente ha sido utilizado como marcador para el
diagnéstico de sepsis (Moller et al., 2006), de CID (Chung et al., 2011) o de enfermedades
inflamatorias crénicas (Matsushita et al., 2002). Varias son las ventajas de utilizar este
factor como marcador para el diagndstico de patogenia: i) es extremadamente estable a
temperatura ambiente (hasta 24 horas sin refrigerar), lo cual facilitaria la recogida de
muestras en campo; ii) permanece inalterable tras los procesos de congelacion vy
descongelacion (Moller et al., 2002) vy iii) su vida media es mayor que la de muchas
citoquinas pro-inflamatorias, por ejemplo TNFa (Etzerodt et al., 2010; Hintz et al., 2002).
Sin embargo, la sensibilidad de la técnica impide su utilizacion como marcador temprano
de PPA, por lo que su utilidad en condiciones de campo necesita de andlisis mas
exhaustivos.

La validez de todos estos parametros: viremia, excrecion viral, leucopenia y secrecién de
factores solubles, como marcadores de virulencia, se vio ratificada al observar una clara
reduccion, o incluso inhibicidn, de todos y cada uno de ellos en los animales vacunados y
protegidos, independientemente del método de inmunizacion utilizado: DNA o virus
atenuado. Asi, se confirmd que el control de los estadios iniciales de replicacion viral
junto con la reduccién del nimero de células infectadas por el virus, permite evitar la
“tormenta de citoquinas”, caracteristica de la inmunopatogenia producida por cepas
virulentas del VPPA. El hecho de que los niveles de proteccidon conferidos con el virus
atenuado fuera incluso mejor que el de las vacunas DNA se podria explicar de muchas
maneras distintas y/o complementarias. Por un lado, nuestras vacunas ELI fueron
disefiadas para inducir Gnicamente una respuesta T-CD8", obviando quizés otro tipos de
respuestas implicadas en proteccién frente al VPPA: anticuerpos o respuesta T-CD4"
(Argilaguet et al., 2012a; Onisk et al., 1994). Por otro lado, cada uno de los pladsmidos
contenidos en las ELI se encontraban en concentraciones subdptimas, factor que podria

ser solucionable una vez identificado el/los plasmido/s protector/es (Barry et al., 2004).



Finalmente, el hecho de que la infeccidn letal fuera realizada con un virus heterdlogo
(E75L), quizd esté haciéndonos minusvalorar la eficacia de nuestras vacunas ELI,
obtenidas a partir del genoma incompleto del aislado apatégeno Ba71V. A este respecto
cabe destacar, que si bien la inmunizacidon con E75CV1 demostrd una proteccidn éptima
frente al virus homologo virulento E75L, resultd ser muy poco eficiente frente a Ba71L,
virus recientemente disponible en el laboratorio y todavia sin secuenciar que, a pesar de
su mas que probable proximidad genética, demostro ser heterdlogo respecto a E75L. Asi,
el hecho de que el virus atenuado fuera incluso menos eficiente que las propias Ub-ELI
frente a un virus heterdlogo, permite ser optimistas en cuanto a la futura utilidad de
nuestras vacunas DNA. De todos modos, es importante remarcar que el planteamiento
inicial fue el de generar las librerias a partir del aislado E75L, para el que se tenia puesto
a punto la infeccidn in vivo. Desafortunadamente, todos los intentos de obtener un DNA
viral libre de DNA celular (o de otros virus DNA), resultaron infructuosos, forzando la
utilizacidon de un método alternativo de obtencion del genoma viral con mayor pureza:
las librerias disponibles en su momento del genoma de virus apatégeno Ba71V (Ley et al.,
1984); aun siendo conscientes de las limitaciones que este método podria conllevar,
incluyendo la variabilidad debido a su adaptacién y pase en cultivo celular. Actualmente,
nos encontramos no sélo intentando identificar tantos epitopos T-CD8" como sea posible
a partir de nuestras librerias, sino que ademas estamos intentando mejorar las mismas,
clonando todas las ORF de E75CV1 fusionados a la ubiquitina. En paralelo, estamos
explorando la posibilidad de utilizar virus inducibles del VPPA (Rodriguez et al., 2009;
Suarez et al., 2010) en estrategias de prime-boosting junto con el DNA, con el objetivo de

potenciar no sélo la respuesta T-CD8", sino ademads la respuesta T-CD4" y de anticuerpos.

La utilizacién de cerdos SPF ha permitido profundizar en algunas cuestiones que hasta el
momento, al menos en nuestro laboratorio, no se habian abordado. Por un lado, los
cerdos SPF permitieron confirmar los datos de proteccion obtenidos en cerdos
convencionales y demostraron ser excelentes como modelos para diseccionar la

respuesta inmune; y por el otro, demostraron poseer una susceptibilidad mucho mayor



al VPPA que los cerdos convencionales. Comenzando por este Ultimo fendmeno, no dejé
de ser sorprendente que una misma dosis de E75CV1 resultara practicamente inocua
para los cerdos Landrace x Large White convencionales, y que, sin embargo, provocara el
100% de mortalidad en cerdos SPF. Estos resultados encajan a la perfeccién con los
recientemente publicados y apenas discutidos por King y colaboradores (King et al.,
2011), en los que se observa una exacerbada susceptibilidad de los cerdos SPF a la
infeccién con VPPA. Al igual que lo descrito para otros patégenos, la alta susceptibilidad
de los cerdos SPF muy probablemente venga explicada por el diferencial grado de
madurez de su sistema inmunoldgico cuando se compara con animales sometidos a
continuas infecciones por los multiples microorganismos que circulan en las granjas
convencionales (Clapperton et al., 2009). El hecho de que las lineas de cerdos SPF sean
altamente endogdmicas a provocado una marcada reduccién del polimorfismos de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), entre ellos los receptores tipo Toll
(TLR), a los que se ha relacionado con la susceptibilidad del porcino de sufrir neumonias
(Uenishi et al., 2011), convirtiéndose asi en otro factor de riesgo a tener en cuenta.
Independientemente de su susceptibilidad a las infecciones, una ventaja de la
“inmadurez inmunoldgica” de estos cerdos se refleja en la ausencia de fondos
indeseables en los ensayos inmunoldgicos realizados in vitro, habiendo permitido
ratificar fendmenos vislumbrados en animales convencionales, tales como la
inmunodominancia que afecta a los epitopos F3 y A6, dependiendo del haplotipo del
animal vacunado.

Los experimentos con cerdos SPF han servido ademas para confirmar que, ante un
desafio menos agresivo (10* UHAs, E75CV1) como el que se venia practicando con los
cerdos convencionales (10* UHAs, E75L), la vacuna Ub-ELlcompleta €ra capaz de controlar
totalmente la infeccidn viral sin que se observara viremia ni excrecidn viral a lo largo de
la infeccién, con la importancia que esto supone a la hora de evitar la transmisidn
intraespecifica del virus. Asi pues, estamos convencidos que el potencial protector de
nuestras vacunas DNA en cerdos convencionales ha sido probablemente subestimado;

siendo capaces las mismas no soélo de controlar totalmente la infeccidn, sino ademas de



proteger frente a desafios heterdlogos. Este ultimo fendmeno, se podria explicar por la
capacidad de las vacunas basadas en multiples plasmidos de conferir una respuesta, si
bien no dptima desde el punto de vista cuantitativo y en comparaciéon con la
inmunizacion con virus atenuados, si policlonal, permitiendo que cada animal responda
individualmente y dependiendo de su haplotipo, frente a un repertorio distinto de
epitopos codificados por la vacuna. De este modo, ademas, también se evitaria el escape
de mutantes. Por el contrario, las vacunas basadas en virus atenuados, aunque muy
eficaces desde el punto de vista de la respuesta cuantitativa que inducen, podrian estar
sujetas a un claro fendmeno de inmunodominancia mucho mdas marcado, que limita la
induccion de dicho repertorio (Fowler et al., 2012; Takamatsu et al., 2012; Walker et al.,
2012); fenémeno descrito con anterioridad para muchos otros virus (Rodriguez et al.,

2002).

La puesta a punto de la infeccidén con el virus atenuado E75CV1 permitié confirmar los
resultados de proteccion frente al virus homodlogo obtenidos décadas atras (Ruiz
Gonzalvo et al., 1983), afiadiendo ademas nuevos datos en lo concerniente a la
inseguridad del método (Alonso et al., 1997; Canals et al., 1992; Gomez-Puertas et al.,
1996; Onisk et al., 1994; Zsak et al., 1993). Si bien la dosis de 10* UHA, resulté segura y
eficaz en términos de proteccidén, esta misma dosis resultd letal para los cerdos SPF,
coincidiendo con resultados previos (King et al., 2011) y bien podria serlo para animales
convencionales con un estatus inmunolédgico comprometido. Aun mas relevante es que
el aumento de un logaritmo del in6culo provocara que el 50% de los animales acabaran
sufriendo signos de PPA indistinguibles a los del virus homdlogo virulento E75L del que
proceden. Ademds, y aun mas extrafio, la inoculacién de 10® UHAs, (2 logaritmos por
debajo de la dosis dptima) provocd la aparicion de animales portadores de virus que a
tiempos tardios tras la infeccion sufrieron un brote agudo e inesperado de enfermedad;
tal y como se ha descrito en ensayos de campo realizados con anterioridad y que
hicieron descartar su uso en condiciones naturales (Manso Ribeiro, 1962).

Independientemente de los cambios de secuencia implicados en la adquisicion de



atenuacidn por parte de E75CV1 (secuenciacién actualmente en marcha), todos estos
datos demuestran a la perfeccion que la frontera entre enfermedad y proteccion esta
gobernada por un fino equilibrio inmunolégico que ha de ser caracterizado al detalle si se
quieren disefiar estrategias eficientes en el futuro frente a la PPA. Asi pues,
independientemente de su validez como vacuna de futuro, nuestro modelo de

proteccion homologa con el virus atenuado puede resultar de enorme utilidad.

La primera sorpresa que este modelo de proteccidén presentd se refiere a la ausencia
detectable de anticuerpos capaces de inhibir la infeccion in vitro en macréfagos tras la
infeccidon con el virus atenuado. Estos datos coinciden con resultados obtenidos por
nuestros colegas de Pirbright; UK (Linda Dixon; comunicacidn personal) pero contrastan
con muchos otros descritos en la literatura y que estamos lejos de poner en duda (Ruiz
Gonzalvo et al., 1986a). Una posible explicaciéon a las diferencias observadas podria
residir en el método de eleccién para medir el efecto de los anticuerpos in vitro, en su
gran mayoria basado en un ensayo de reduccidon del nimero de placas virales en
monocapas de lineas celulares. Si bien este método es perfectamente vdlido, su
significado bioldgico se encuentra en discusion. La relevancia de los anticuerpos en
proteccion y la polémica que estos suscitan en la comunidad cientifica ha sido fruto de
una excelente revisién recientemente publicada y de recomendada lectura (Escribano et

al., 2012).

La segunda sorpresa que nos encontramos, fue la reducida capacidad protectora de
E75CV1 frente a Ba71L, virus que por proximidad cronoldgica y geografica podrian haber
sido consideradon como filogenéticamente indistinguibles. La comparacion de las
secuencias de E75L (PRJEA42377) y Ba71V (PRINA15242) (Yanez et al., 1995), version
apatogena del VPPA tras su pase seriado en células Vero, corroboran esta proximidad
filogenética, mostrando como diferencias mas resefables aquellas ya descritas como
implicadas en atenuacién y que afectan principalmente a las familias multigénicas, asi

como a los extremos LTR (long terminal repeats) del genoma viral (Dixon et al., 2012). La



secuenciacioén total del genoma del virus atenuado E75CV1 y del aislado virulento Ba71L
estd siendo abordada actualmente en nuestro laboratorio y en el de nuestra
colaboradora, la Dra. M. L. Salas, lo que posibilitard completar totalmente la fotografia,
identificando no sélo las regiones implicadas en la atenuacién sino aquellas

potencialmente responsables de la proteccion heterdloga.

Estudios previos realizados con otros modelos de virus atenuados, correlacionaban la
proteccion homdéloga con la presencia previa de linfocitos T capaces de secretar IFNy in
vitro en respuesta a la estimulacidon con dicho virus y la falta de proteccién, con la
incapacidad de responder frente al virus heterdlogo (King et al., 2011). La ausencia de
datos de estimulacién cruzada in vitro usando E75L y Ba71L impiden confirmar esta
hipdtesis, aunque nuestros resultados de inmunizaciéon con E75CV1 confirman la potente
respuesta celular especifica generada tras la estimulacidn in vitro con E75L, detectable a
dia 28 pi, mediante un ELISPOT de IFNy. La proteccién conferida frente a E75L parecia
coincidir a su vez con la deteccién por ELISPOT de un elevadisimo numero de células T-
secretoras de IFNy, que desafortunadamente no fue posible cuantificar, impidiendo
evaluar la existencia o no de un incremento (boost) de la respuesta especifica respecto al
momento del desafio. En cualquier caso, este efecto de re-estimulacién de la respuesta
especifica in vivo si parecia quedar patente al realizar el recuento de linfocitos T al final
del ensayo. Contrariamente a lo descrito tras la vacunacién con DNA, capaz de estimular
Unicamente una respuesta T-CD8" y T-CD4'CD8’, la vacunacién con E75CV1 parecia
estimular todas y cada una de las subpoblaciones de células T incluyendo no sélo los T-
CD8" y T-CD4'CD8" sino que ademas y sobre todo los T-CD4", que partian de una posicion
privilegiada en cuanto a su nimero en el torrente circulatorio a la hora de afrontar el
desafio con E75L. Estos resultados permiten atribuir a esta poblacion celular un papel
importante en la proteccién frente al VPPA, confirmando estudios previos (Takamatsu et
al., 2012). Una de las lineas prioritarias del grupo es la identificacion de los antigenos y/o
epitopos T-CD4" y T-CD8" implicados en la proteccidn conferida por E75CV1, utilizando

en este Ultimo caso la Ub-ELlmpleta Y l0S protocolos de deteccidon que se estan poniendo



a punto en el laboratorio, partiendo de los 200 clones identificados que mantienen la
pauta de lectura con la ubiquitina. El hecho de que las células T-CD4" jueguen papeles
pleitrépicos durante la respuesta inmune no permite aventurar el mecanismo por el cual
ejerce su funcidon aunque sin duda, bien podria contribuir al mantenimiento de la
respuesta T-CD8" y B de memoria. A este respecto, cabe destacar que la respuesta de
anticuerpos especificos, detectada mediante ELISA no se vio aumentada como
consecuencia de la reinfeccion con E75L, coincidiendo con resultados previamente
descritos (Oura et al.,, 2005) y, a su vez, concordaba con un bloqueo total de la
proliferacién in vivo de los linfocitos B (CD21%), llegando al final del ensayo con recuentos

menores que los iniciales.

La puesta a punto del modelo de infeccién con el virus atenuado E75CV1, también
permitié plantear un estudio comparativo de la inmunopatogenia provocada por dos
virus homoélogos que difieren en su grado de virulencia: E75L virulento y E75CV1
atenuado. Varias son las ventajas principales que presenta el disefio experimental aqui
seguido respecto a lo actualmente descrito en la literatura especializada:

i) A las ya clasicas descripciones comparativas entre virus virulentos y atenuados
que reflejan cambios en la viremia, excrecion viral, signos clinicos, hallazgos
histopatoldgicos, etc., se le ha afiadido la profunda caracterizacion de la cinética
de induccidn de la respuesta inmune innata y adaptativa, tanto humoral como
celular. Adicionalmente, la toma de muestras de tejido linfoide de forma seriada
permitird profundizar en los cambios observados tras la infeccidn utilizando las
técnicas mas avanzadas de transcriptomica y protedmica.

ii) A diferencia de otros estudios similares que han sido realizados con virus
atenuados y virulentos de distinta procedencia y que ha dificultado sobremanera
la interpretacién de los resultados en el pasado (Gomez-Villamandos et al., 1996;
Oura et al., 1998b; Ramiro-lbanez et al., 1997) en el presente trabajo se ha
utilizado una misma dosis (10* UHAs,) de dos virus totalmente homdlogos. El

hecho de que la atenuacidn del virus E75CV1 haya consistido en la simple



adaptacion de E75L a la linea celular CV1 tras tres pases Unicos en cultivo,
garantiza la minima deriva genética posible entre ambos virus. La secuenciacion
completa de E75CV1 (en curso) permitird conocer las diferencias genéticas
existentes respecto E75L, recientemente secuenciado (PRJEA42377) y confirmar
o ampliar lo poco que se ha descrito sobre factores virales implicados en
virulencia (Dixon et al., 2004; Dixon et al., 2012).

iii) La incorporacién de un grupo experimental que consiste en cerdos recuperados
de la infeccién con E75CV1 a dia 31 pi, permitié no sélo completar la cinética
seguida por el virus atenuado in vivo sino que ademds deberia arrojar luz sobre
los mecanismos intrinsecos implicados en la proteccidon conferida por este
modelo experimental, asi como sobre los antigenos virales implicados en la
misma.

iv) El sacrificio seriado de grupos de cerdos tras la infeccién con cada uno de los
virus demostrd ser un acierto al permitir no sélo evaluar el dafio tisular
provocado por el virus, sino ademas concentrar los estudios de transcriptémicay
protedmica al linfonodo gastrohepatico, el 6rgano linfoide diana por excelencia

del VPPA.

La idoneidad del linfonodo gastrohepatico para estos estudios parece venir avalada por
ser el primer tejido en el que se detecta la presencia de antigenos virales tras la
infeccidn, incluso antes de detectar virus en suero o en excreciones. Ademads es uno de
los 6rganos mas afectado por la infeccion del VPPA y en el que mayores diferencias se
encontraron en cuanto a lesiones macro y microscopicas comparando las dos
infecciones. Estos datos concuerdan a la perfeccidon con estudios anteriores en los que se
aseguraba que el linfonodo gastrohepdtico es uno de los dérganos colonizados
tempranamente por el VPPA en infecciones in vivo y en el que las cepas virulentas y
atenuadas difieren en el grado y el tipo de lesiones generadas (Oura et al., 1998b;
Ramiro-lbanez et al., 1997; Salguero et al., 2002). La utilizacién de este tejido permitio

obtener muestras de calidad para su procesamiento y utilizaciéon en trancriptémica y



protedmica, estudios éstos Ultimos que no podrian ser realizados a partir de sangre total,
debido principalmente a interferencias con proteinas presentes de forma masiva en los

eritrocitos que distorsionarian los analisis.

Previo al analisis transcriptomico general que estd siendo explorado actualmente, se
realizd un esfuerzo por caracterizar la expresidon diferencial de una bateria de genes
seleccionados por su implicacién en procesos clave en la respuesta inmunitaria del
porcino. Un analisis global de nuestros resultados de RRT-qPCR permitié confirmar a
grosso modo que el virus atenuado E75CV1 es capaz, en igualdad de dosis, de estimular
una respuesta inmune innata mads eficientemente que el virus E75L virulento. La
presencia selectiva de infiltrados de macréfagos (MAC387") en el linfonodo
gastrohepdtico de animales infectados con E75CV1 y la sobre-expresiéon de CD163, tan
pronto como a dia 1 pi, podria ayudar a explicar el complejo perfil de citoquinas
inicialmente observado. A pesar del inicial equilibrio Th1/Th2 (IFNy/IL4) que parece
gobernar la respuesta en sus inicios, ésta parece derivar inmediatamente hacia una
respuesta casi exclusiva de tipo Th1, quizas esencial para controlar la replicacidn del virus
y condicionar la respuesta inmune adaptativa de futuro, como se ha demostrado para
tantos otros patogenos (Piriou et al., 2003; Sakaguchi et al., 2001; Warfel and Merkel,
2012). Apoyando esta hipdtesis, la sobre-expresion de los niveles del mRNA de IFNy se
vio mantenida a lo largo de la infeccidn, incluso tras la eliminacion del virus del torrente
circulatorio (dia 31 pi). Si bien la presencia de un nimero de células T-secretoras de IFNy
especificas frente al virus se habia correlacionado ya previamente con proteccién
(Argilaguet et al., 2011; Argilaguet et al., 2012b; King et al., 2011; Takamatsu et al.,
2012), estos datos podrian, a su vez, representar una primera evidencia de la relevancia
que podria tener este tipo de respuesta como barrera inicial contra la infeccidn. El
desbalance de la respuesta de memoria provocada por la infeccién con E75CV1 (dia 31
pi), hacia un perfil tipicamente Th1, vendria a su vez reforzado por la clarisima inhibicion
que se observa para el gen /L4; firma por antonomasia de una respuesta Th2. De este

modo, dichos resultados podrian ayudar a explicar el hecho de que tras la reinfeccidn



con el virus E75L virulento, no existiera un aumento en el nimero de células B (CD21")
circulantes ni de anticuerpos especificos frente al VPPA mientras que se observa el
efecto inverso para las células T.

La comparativamente reducida activacién inicial de la respuesta inmune innata en
respuesta a la infeccion con el VPPA, podria obedecer a la presencia de factores de
virulencia en E75L, descrita previamente su implicacién en diversas estrategias de
evasion de la respuesta inmune (Dixon et al., 2004), incluyendo genes relacionados con
la inhibicién de la activacién linfocitaria (Borca et al.,, 1998), la inhibicién de IFN tipo |
(Afonso et al., 2004; Correia et al., 2012; Gil et al., 2008; Powell et al., 1996) o la
inhibicién de los factores de transcripcion NFkB (Powell et al., 1996; Revilla et al., 1998) o
NFAT (Miskin et al., 2000); activadores clave para la secrecidn de la mayoria de los
factores solubles relacionados con la respuesta inflamatoria. Si bien algunos de estos
genes han sido caracterizados y podrian ser responsables de las diferencias observadas in
vivo entre E75L y E75CV1; el diferente grado de activacidon e inhibicién del sistema
inmune por parte de ambos virus podria obedecer a muchos otros factores aun por
caracterizar (Gil et al., 2003). En cualquier caso, la evasidn del sistema inmune por parte
de E75L encajaria no sélo con el perfil de mRNA que se observa a tiempos tempranos
tras la infeccion, sino ademas con el hecho de que el virus replique mucho mas
eficientemente in vivo que E75CV1. Este ultimo hecho permitié su deteccidn en grandes
cantidades a partir de dia 3 pi, desembocando a tiempos mas tardios en una reversiéon
total de la respuesta, caracterizada basicamente por la infiltracion masiva de
macréfagos, muchos de ellos infectados, la deplecién linfocitaria y la tipica “tormenta de
citoquinas”, que se puede observar no sélo a nivel transcripcional, sino ademas a nivel de
proteinas secretadas en el torrente circulatorio.

Merece la pena destacar, por novedoso, la peculiar regulacién que parece sufrir durante
la infeccidn, el gen correspondiente a CD163; pudiendo resultar un atil marcador de
virulencia para el VPPA. El hecho de que CD163 viera inhibida su expresidon a tiempos
tempranos tras la infeccién con E75L, para a posteriori aumentar dramdticamente

alcanzando el pico de expresion en fases terminales, tanto en lo que se refiere a los



niveles de mRNA en linfonodo como de CD163 soluble en suero, indica muy
probablemente un papel dual durante la infeccidn con cepas virulentas de VPPA. El
hecho de que CD163 haya sido descrito como un potencial receptor para el VPPA
(Sanchez-Torres et al., 2003) podria ayudar a explicar la bajada inicial en los niveles de
expresion de esta molécula, inhibicidon exacerbada a dia 3 pi, de manera proporcional a la
cantidad de virus presente en el drgano linfoide. El hecho de que esta inercia se viera
invertida a dia 7 pi, justo cuando mas virus hay, podria no tener nada que ver con su
funcién como marcador de superficie de macréfagos, sino que bien podria reflejar la
sobre-expresién de sCD163, producto de la escision del ectodominio del receptor CD163
(Droste et al., 1999), que ha sido implicado en procesos inflamatorios (Onofre et al.,
2009); encajando asi a la perfeccidon con el resto de fendmenos descritos en las etapas
terminales de fase aguda. Coincidiendo con esta hipdtesis, CD163 de superficie no se vio
aumentado en ningin momento tras la infeccidn, al menos medido por citometria de
flujo y utilizando PBMC. La imposibilidad de poder discernir a nivel de mRNA entre CD163
y sCD163 aconsejaria cuantificar los niveles de CD163 presentes en la superficie de los
macréfagos a nivel de proteina en el linfonodo gastrohepatico. Quizas ahondando en la
relevancia que CD163 parece jugar durante la infeccién, cabe destacar la cinética de
expresion inversa que parece observarse para el caso de la infeccion con el virus
atenuado E75CV1, con una tendencia hacia la sobre-expresion a dia 1 pi y una clara
inhibicién de la misma a dia 7 pi. Si bien el aumento en la expresién de CD163 a dia 1 pi
podria relacionarse con la observacién de infiltrados de macréfagos en el linfonodo, la
inhibicién a dia 7 pi coincide con el pico maximo de virus y con la ausencia de CD163 en
suero. Finalmente, cabe destacar la sorprendente subida en los niveles de expresidn del
MRNA de CD163 a dia 31 pi, pudiendo reflejar de nuevo la presencia de macréfagos en el
linfonodo, que bien podrian jugar un papel clave en la proteccién temprana frente a la
infeccion con el virus homdlogo virulento. Si esto se confirmara, CD163 podria ser
utilizado como un marcador de proteccién, del mismo modo que ha sido recientemente
propuesto como marcador favorable en pacientes con cancer de pecho (Mansfield et al.,

2012).



Finalmente, cabe destacar que los linfonodos de los animales recuperados de la infeccidn
con E75CV1, son capaces de sobre-expresar junto con CD163, IFNy y NFkB, dos factores
mas: IL23 y TGFBR1, curiosamente esenciales durante la diferenciacion de las células T-
CD4" hacia un tercer fenotipo recientemente descrito, Th17 (Essakalli et al., 2010).
Curiosamente, las células Th17, inicialmente reconocidas como mediadoras de procesos
cronicos de inflamacion, se proponen ahora como una subpoblacién de células T
colaboradoras implicadas en proteccién per se o junto a células Thl de memoria
(Lindenstrom et al., 2012), resultando una mas que interesante subpoblacién a estimular
tras la vacunacion. El perfil completo de array de transcriptomica y protedmica permitird
confirmar si la vacunacién con el virus atenuado E75CV1 es capaz de provocar este tipo

de respuesta de memoria.

Uno de los resultados mas valiosos para nuestra linea de investigacién futura procede,
curiosamente, de la discordancia observada en los resultados de expresion diferencial de
genes entre el linfonodo gastrohepatico y la sangre. Estos resultados confirman de una
vez por todas que la sangre no es el tejido ideal para realizar este tipo de estudios, al
menos en el caso de PPA, a pesar de la indiscutible ventaja que supone utilizar un mismo
grupo de animales para estudiar la cinética de la infeccion y de la respuesta inducida. A
las evidentes diferencias que existen intrinsecamente entre ambos tejidos, hay que
afiadir la necesidad del VPPA de infectar inicialmente macrdofagos maduros, residentes
Unicamente en o6rganos soélidos, con lo que la sangre Unicamente podria reflejar
indirectamente lo que ocurre en los érganos diana, restando utilidad a su interpretacion.
Independientemente de las conclusiones que pudieran ser extraidas de nuestros
estudios de RRT-gPCR y de los ELISA de citoquinas, siempre hemos sido conscientes de
gue estos datos reflejan Unicamente una pequefia parte de la compleja realidad que
ocurre en el animal tras la infeccién con el VPPA. De ahi que plantedramos una
aproximacién mucho mds ambiciosa que consiste en un andlisis transcriptémico vy

protedmico total, a lo largo del tiempo tras la infeccidon con E75L o E75CV1.



A dia de hoy nos encontramos analizando los datos de dos array de expresion diferencial:

uno basado en el andlisis de la expresion génica y el otro en la expresion proteica, que

son totalmente complementarios, siendo el primer andlisis de estas caracteristicas

realizado hasta el momento, en nuestro conocimiento, en PPA.

Lejos de pretender sacar conclusiones definitivas sobre la patogenia viral, un andlisis

somero de las PDE durante la infeccién con E75L o E75CV1 a dia 3 pi, permitié:

i)

iii)

Confirmar que el numero de PDE asi como su nivel de afectacion era
inversamente proporcional a la presencia de virus en el tejido, quiza reflejando la
inhibicion de la transcripcion celular descrita para el VPPA (Sanchez et al.,
2012a). Asi, en la infeccion con la cepa E75L (virulenta) se identificaron 85 PDE,
29 de ellas sobre-expresadas y 56 sub-expresadas, mientras que en la infeccién
con el E75CV1 (atenuado) se hallaron 94 PDE, 49 sobre-expresadas y 45 sub-
expresadas. Interesante destacar que ninguna de las proteinas tenia un origen
viral.

Correspondiendo con la patologia tipica de PPA aguda (Kleiboeker, 2002), las
PDE, tras la infeccién con E75L, correspondian con factores implicados en
procesos biolégicos de coagulacidén sanguinea, respuesta al estrés, activacién de
plaguetas y apoptosis por Myc (ruta 14-3-3), mientras que las PDE en E75CV1
correspondian en gran medida con el procesamiento metabdlico del RNA y
procesamiento y presentacion antigénica (subunidades del proteasoma o la
disulfuro isomerasa); de nuevo encajando a la perfecciéon con etapas iniciales
claves para provocar una respuesta inmune de memoria protectora.

De entre las rutas de sefializacién mas afectadas por ambos virus, cabe destacar
dos de ellas: la ruta 14-3-3, implicada en el ciclo celular y la apoptosis, la
respuesta al estrés, la sefializacion celular y la regulacién transcripcional (Aoki et
al., 2000) y la ruta de la endocitosis mediada por clatrina; quizas demostrando la
implicaciéon de este mecanismo en la entrada del virus in vivo; contribuyendo a

aclarar la controversia existente al respecto (Hernaez and Alonso, 2010).



Un examen mas en profundidad de estos datos y de los que actualmente estdn en
fase de analisis, permitird obtener una visién mucho mds completa de los principales
mecanismos que juegan un papel durante la patogenia viral y, a su vez, sobre los
mecanismos implicados en proteccién. De este conocimiento, estamos seguros,

dependerad el diseiio racional de una vacuna seguray eficaz frente a la PPA.
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1)

2)

3)

4)

5)

Por primera vez se han podido caracterizar dos epitopos T-CD8" del VPPA con
capacidad protectora. Ambos epitopos: F3 y A6; se localizan en la hemaglutinina del

virus.

La inmunizacidén de cerdos con Ub-ELIsp/sg permite demostrar la existencia de nuevos
antigenos virales con potencial protector. La proteccién conferida fue
absolutamente dependiente de la presencia de ubiquitina como adyuvante genético
y, consecuentemente, se produjo en ausencia de anticuerpos detectables en los

animales vacunados.

La proteccidn conferida por Ub-ELlsp/sg, inicialmente compuesta por 380 plasmidos,
fue equivalente a la conseguida tras la inmunizacién con 7 clones individuales,
codificando fragmentos de las proteinas: pCP312R, pp220, pp60, pD339L, p10,

proteina homéloga a Bcl2 y helicasa del VPPA; todos ellos fusionados a ubiquitina.

La co-inmunizacidon mediante estos 7 clones junto con el plasmido pCMV-UbsHAPQ

permite mejorar los niveles de proteccidon conseguidos con este ultimo.

La inmunizacion con Ub-ELlgmpeta pProtege al 60% de los cerdos convencionales
frente a la infeccidén letal con un aislado heterdlogo del VPPA y en ausencia de
anticuerpos detectables antes de la infeccion. Dicha proteccion correlaciona con el
numero de linfocitos T-CD8" y T-CD4'CD8" presentes en circulacién a dia 21 pi en los
animales supervivientes. El empleo de cerdos SPF permite ademds demostrar que la
mitad de los animales protegidos lo estdn, por primera vez en el caso de la
vacunacion con DNA, de una forma total, no pudiéndose detectar viremia ni

excrecion viral en ninglin momento tras la infeccion.



6)

7)

8)

La dosis de 10* UHAg, del aislado atenuado E75CV1 es Optima para la inmunizacién
de cerdos convencionales, pero resulta letal en cerdos SPF. Asimismo, la
inmunizacion de cerdos convencionales con E75CV1 genera una respuesta inmune
protectora frente al virus homaélogo virulento (E75L), pero no es capaz de conferir
una proteccion solida frente al virus Ba71L; lo que permite clasificarlo cémo

heterdlogo.

La proteccién mediada por el virus atenuado E75CV1 correlaciona con la expansidn
en sangre de linfocitos T tras la infeccidn con el virus homdlogo virulento E75L y es
detectable a dia 10 pi. A diferencia de nuestras vacunas DNA, la proliferacidn en esta
ocasién no sélo afecta a los linfocitos T-CD8", sino también a los T-CD4".(T-CD4" y T-
CD4'CD8’) Cabe destacar que, a pesar de la evidente presencia de anticuerpos
especificos frente al virus tras la inmunizacién con E75CV1, no se ha podido
demostrar su capacidad neutralizante. Ademads, tras la infeccién con E75L, no
aumentdé el nimero de células B en circulacién ni el titulo de dichos anticuerpos

especificos.

Los virus homodlogos E75CV1 (atenuado) y E75L (virulento) son capaces de modular
la respuesta del sistema inmune tanto innata como adaptativa desde etapas iniciales
de la infeccidn, incluso antes de que el virus sea detectable de forma masiva. Asi, la
cepa E75L es capaz de evadir en gran medida la respuesta innata, facilitdndose la
replicacion viral y diseminacién del virus y, en las Ultimas etapas de la enfermedad,
la liberacion masiva de mediadores inmunologicos que contribuyen a la patogenia
de la PPA. En claro contraste, en etapas tempranas de la infeccién, el virus
homdlogo E75CV1, es reconocido por el sistema inmune innato, disparando una
cascada de sefiales de transducciéon que modulan la respuesta inmune adaptativa

hacia una respuesta Th1.



9) Los datos preliminares de protedmica comparada realizados en linfonodo
gastrohepdtico obtenido a dia 3 pi permiten confirmar una marcada alteracién de
las rutas de presentacidon antigénica, especificamente en los animales infectados con
E75CV1, datos que encajan a la perfeccion con las conclusiones extraidas hasta el

momento.
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MALDI-TOF/TOF

Virulento - Control

Atenuado - Control

N° Acceso Uniprot - Gen Proteina Pl Te-orlco- ms T.eorlca- Score [N° Peptidos Cobertu-ra de Valor P Tasa c!e Valor P Tasa c!e
experimental experimental secuencia (%) cambio cambio
Q96FU6 - ACTG1 ACTG1 protein 5,24-5,81 18,72-23,19 347 11 76 0,0008 -7,9 0,0115 -12,8
Q6QAQ1- ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,56-5,73 41,32-25,39 149 8 38 0,0000 -15,9 * *
P63261 - ACTG Actin, cytoplasmic 2 5,31-5,60 42,10-25,07 182 7 29 0,0029 -2,3 * *
P63261 - ACTG Actin, cytoplasmic 2 5,56-5,67 41,33-21,65 242 12 39 0,0000 -25,5 0,0000 -10,4
B1ATYO - ACTG1 Actin, gamma, cytoplasmic 1 5,15-5,82 32,94-23,00 128 8 38 0,0360 Ausente 0,0418 -13,8
B1ATYO - ACTG1 Actin, gamma, cytoplasmic 1 5,49-5,72 37,66-22,65 230 9 34 0,0009 -7,3 0,0224 -19,1
A1E281 - ACTB Beta-actin 5,93-5,37 13,58-20,14 361 7 72 * * 0,0119 -23,4
A1E281 - ACTB Beta-actin 5,93-5,55 13,58-19,15 177 7 66 0,0060 -7.9 0,0062 -6,0
015144 - ARPC2 Actin-related pmte'nzz/ 3complexsubunit) g, - 35 33,98-36,18 167 14 5 0,0036 87 0,0017 13,1
P80276 - AKR1B1 Aldose reductase 5,65-6,74 36,09-40,49 631 14 59 0,0016 -2,0 * *
P06733 - ENO1 Alpha-enolase ponerlaenlaE 7,01-6,97 47,48-56,21 508 20 46 0,0046 2,1 0,0000 3,0
P08758 - ANXAS Annexin A5 4,94-5,26 35,84-35,71 833 20 59 0,0034 3,2 0,0002 4,3
P01009 - SERPINA1L Alpha-1-antitrypsin 5,54-5,44 47,44-69,36 72 5 11 0,0029 4,2 0,0172 4,9
QOQEN7- ATP5B ATP synthase subunit beta 4,99-5,34 47,05-54,39 717 19 58 0,0000 8,6 0,0121 10,7
P00918 - CA2 Carbonicanhydrase 2 6,497,39 29,29-33,13 82 7 35 0,0112 1,9 * *
000299 - CLIC1 Chloride intracellular channel protein 1 5,18-5,61 27,34-34,40 590 15 62 0,0015 2,2 0,0000 4,0
P12109 - COL6A1 Collagen alpha-1 (1V) chain 5,27-5,37 110,86-152,39 144 9 11 * * 0,0204 2,9
P12109 - COL6A1 Collagen alpha-1 (1V) chain 5,24-5,41 109,74-151,30 397 21 22 * * 0,0057 3,2
Q8HXL4- TBCB Cytoskeleton-associated protein 1 5,23-5,6 27,72-35,91 121 6 30 0,0116 2,2 0,0128 2,1
P14625 - HSP90AB1 Endoplasmin 4,75-5,02 92,74-105,47 733 32 41 0,0289 3,1 * *
Eukaryotic translation initiation factor 5A-
P63241 - EIF5A 1 5,0-5,51 18,39-20,54 444 8 39 0,0027 -2,6 0,0063 -2,2
Q9HC38 - GLOD4 Glyoxalase domain-containing protein 4 5,19-5,59 33,50-37,35 190 12 24 * * 0,0263 1,8
P04899 - GNAI2 Guanine nucleotldfe-blndlng protein G(i) 5,35-5,65 41,00-42,02 503 18 52 . " 0,0122 54
subunit alpha-2
Heterogeneous nuclear
014979 - HNRPDL . . R 8,81-7,36 30,36-40,28 154 7 21 0,0343 2,6 0,0004 4,1
ribonucleoprotein D-like
Q6MZU6 - IGHM 18G heavy chain 6,82-7,73 52,95-61,14 420 10 25 * * 0,0247 6,1
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit
P56471 - IDH3A ) . 6,72-6,6 40,06-42,00 333 18 50 0,0003 4,0 0,0004 4,6
alpha, mitochondrial
P30740 - SERPINB1 Leukocyte elastase inhibitor 6,13-6,90 42,65-43,60 581 21 57 * * 0,0057 2,9
P40121 - CAPG Macrophage-capping protein 6,04-6,87 39,08-44,49 423 11 26 * * 0,0268 1,8
Microtubule-associated protein, RP/EB
Q2XVP5 - MAPRE1L 5,19-5,65 30,14-35,20 248 8 44 * * 0,0440 1,9

family, memberl

* Proteina que no presento cambio diferencial es ese tratamiento.
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MALDI-TOF/TOF

Virulento - Control

Atenuado - Control

N° Acceso Uniprot - Gen Proteina P Te.onco- s T.eonca- Score |N° Peptidos Cobertu.ra de Valor P Tasa ‘fe Valor P Tasa d.e
experimental experimental secuencia (%) cambio cambio
P54920 - NAPA Alpha-soluble NSF attachment protein 5,23-5,56 33,66-36,35 438 17 65 0,0014 2,6 0,0021 5,2
PO4181- OAT Orithine aminotransferase, 6,44-6,76 48,78-51,64 211 19 a8 00327 | 20 * *
mitochondrial
B1ALA9- PRPS1 Phosphoribosyl pyrophosphate 7,62-7,53 24,46-38,62 76 8 37 * * 0,0003 56
synthetase 1
Q64194 - PSME1 Proteasome activator complex subunitl 5,78-6,3 28,77-32,97 735 21 63 0,0002 2,7 0,0006 2,4
Q86320 - PSME2 Proteasome activator complex subunit 2 5,41-6,04 27,44-34,19 659 18 71 0,0009 2,4 0,0006 2,8
A8MV37 - SEC13 Protein SEC13 homolog 5,15-5,48 35,99-40,12 420 8 33 0,0015 2,2 0,0012 2,4
Q4GWZ2 - RPSA Protein 40kD 4,8-5,07 32,84-44,01 588 13 61 * * 0,0327 -2,8
P50395 - GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta 6,31-6,45 50,74-53,26 311 18 49 0,0108 16,3 0,0077 12,4
P13489 - RNH1 Ribonuclease inhibitor 4,76-5,07 50,70-51,63 333 19 64 0,0162 -5,7 * *
F1SG10- PRPS2 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 6-7,09 35,17-38,95 541 15 52 0,0091 -4,9 * *
043396 - TXNL1 Thioredoxin-like protein 1 4,89-5,29 33,13-38,12 118 9 45 0,0393 19 * *
089052 - TUBA1B Alpha-tubulin 4,85-5,6 11,05-19,26 152 5 60 0,0001 -11,9 0,0008 -34,8
P08835- ALB Serum albumin 6,08-5,38 69,69-24,62 147 9 18 0,0000 -12,7 0,0000 -24,3
P08835- ALB Serum albumin 5,92-5,53 71,34-19,80 608 16 28 0,0150 -9,4 0,0166 -12,4
P02768 - ALB Serum albumin 5,92-6,22 71,34-43,98 491 18 37 0,0020 -3,6 0,0087 -2,2
P08835- ALB Serum albumin 6,08-6,46 71,64-20,87 95 5 11 * * 0,0011 2,3
P02768 - ALB Serum albumin 5,92-6,39 71,36-47,35 829 30 41 * * 0,0061 2,4
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-7,05 71,64-21,16 563 17 22 0,0006 -4,1 0,0010 -3,0
P08835- ALB Serum albumin 6,08-7,11 69,69-21,81 484 15 22 0,0001 -7,6 0,0000 -4,7
F1RUN2- ALB Serum albumin 5,98-7,1 69,67-21,20 611 18 22 0,0000 -4,4 0,0046 -54
P02768 - ALB Serum albumin 5,92-6,91 71,36-78,16 820 27 49 * * 0,0112 2,7
Q9GJT2- ESD S-formylglutathione hydrolase 6,54-6,16 31,97-31,39 331 9 48 0,0066 2,0 0,0019 2,5
Q9N0Y9 - TMOD3 Ubiquitous tropomodulin U-Tmod 4,98-5,41 39,72-43,57 86 4 21 0,0051 -10,5 * *
P08670- VIM Vimentin 5,06-5,05 53,67-45,75 737 26 61 0,0307 -2,1 0,0140 -2,3
P31946 - YWHAB 14-3-3 protein beta/alpha 7,66-6,22 24,71-23,76 248 16 63 0,0000 -11,1 0,0000 -8,9
P62258 - YWHAE 14-3-3 protein epsilon 5,73-5,49 21,00-25,32 96 3 26 0,0337 -2,0 * *
P61981 - YWHAG 14-3-3 protein gamma 4,8-6,17 28,32-25,09 131 12 47 0,0190 -19,8 0,0210 -17,3
P63104 - YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta 4,97-5,94 29,41-24,04 172 14 46 0,0000 -7,3 0,0001 -16,5
P11021 - HSPAS 78 kDa glucose regulated protein 5,68-5,26 73,93-82,53 1100 28 46 0,0072 2,6 * *

* Proteina que no presento cambio diferencial es ese tratamiento.




TRAMPA IONICA

Virulento - Control

Atenuado - Control

N° Acceso Uniprot - Gen Proteina P Tt?onco- S T.eonca- Score | N° Peptidos Cobertu.ra de Valor P Tasa ‘fe Valor P Tasa cfe
experimental experimental secuencia (%) cambio cambio
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,65 40,44-31,73 99,7 15 29 0,0003 -28,2 0,0000 -8,2
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,62 40,44-31,04 69,1 16 21 0,0108 -15,5 0,0104 -18,1
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,60 40,44-30,76 86,6 14 27 0,0062 -4,1 0,0005 -3,2
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,83 40,44-26,22 95,7 11 24 0,0010 -14,3 0,0130 -24,5
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,91 40,44-31,21 162,2 34 39 0,0000 -4,1 0,0000 -3,4
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,92 40,44-31,51 164,8 27 39 0,0043 -13,2 0,0013 -1,4
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,97 40,44-33,08 198,8 31 42 0,0001 -10,4 0,0001 -6,4
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,82 40,44-26,86 73,1 12 29 0,0082 -35,6 0,0080 -22,0
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-5,72 40,44-34,93 129,3 21 33 0,0020 -6,3 0,0055 -4,3
P84856 - ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,55-6,16 40,44-29,25 74,9 8 22 0,0005 -5,3 0,0009 -3,8
P32262 - SERPINC1 Antithrombin-IIl 6,44-5,59 52,49-64,68 69,5 7 16 0,0002 3,3 * *
P00829 - ATPB ATP synthase subunit beta, 5,15-6,23 56,28-30,82 | 1351 20 29 * * 00043 | 11,2
mitochondrial
Q2HJ57 - COTL1 Coactosin-like protein 5,10-5,31 16,01-19,24 63,4 9 36 0,0160 -4,6 0,0199 -4,6
019062 - CRP C-reactive protein 5,75-6,08 24,92-29,7 41,8 4 19 0,0001 2,6 0,0080 2,2
P13929 - ENO3 Beta-enolase 7,58-5,83 46,93-31,69 28,5 3 9 0,0106 -2,9 * *
Q5R507 - CAPZB F-actin-capping protein subunit beta 5,69-6,17 30,62-35,52 65,1 9 25 0,0006 2,0 0,0010 2,4
P19133- FTL Ferritin light chain 5,80-6,48 8,78-25,61 18,7 2 32 0,0001 11,6 0,0306 3,0
Q8MJ14 - GPX1 Glutathione peroxidase 1 6,73-6,7 22,44-29,75 49,6 4 22 * * 0,0013 51
P11142 - HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein 5,37-5,75 70,89-77,88 99,7 10 27 * * 0,0052 8,4
Q8VHV7 - HNRNPH1 Heterogeneous nuclear 5,7-7,09 49183029 | 17,3 2 6 * * 00135 | 26
ribonucleoprotein H
P20700 - LMNB1 Lamin-B1 5,11-5,37 66,40-25,59 79,1 8 14 0,0004 6,3 0,0103 8,5
P00336 - LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 5,57-6,10 36,61-40,28 49,9 6 18 * * 0,0004 2,1
P00336 - LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 5,57-6,09 36,61-39,72 91,4 13 33 * * 0,0007 4,6
P52552 - PRDX2 Peroxiredoxin-2 4,66-5,30 14,16-27,76 57,4 6 11 0,0000 3,6 0,0000 4,5
P60900 - PSMA6 Proteasome subunit alpha type-6 6,34-7,08 27,39-31,94 44,9 5 26 0,0004 51 0,0000 4,3
P28070 - PSMB4 Proteasome subunit beta type-4 5,7-6,19 29,20-30,2 21,3 2 11 0,0000 3,2 0,0026 4,0
P30101 - PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 5,98-6,37 56,78-63,73 183,7 20 38 * * 0,0005 2,8
Q5E946 - PARK7 Protein DJ-1 6,84-6,74 20,03-29,03 64,6 9 42 0,0060 2,6 0,0000 3,2
Q5E946 - PARK7 Protein DJ-1 6,84-7,09 20,03-29,63 105,4 17 46 * * 0,0329 2,9
P59190 - RAB1D Ras-related protein Rab-15 5,53-5,72 24,39-27,58 21,4 2 11 * * 0,0025 2,3

* Proteina que no presento cambio diferencial es ese tratamiento.
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TRAMPA IONICA

Virulento - Control

Atenuado - Control

) . P,I Teorico- MS Teorica- ) Coberturade Tasade Tasade
N° Acceso Uniprot - Gen Proteina . ) Score | N° Peptidos ) ValorP . ValorP .
experimental experimental secuencia (%) cambio cambio
P19803 - ARHGDIA Rho GDP-dissociation inhibitor 1 5,1-5,45 23,42-30,96 69,6 11 29 * * 0,0003 2,5
P35705 - PRDX3 Thioredoxin-dependent peroxide 7,15-6,46 2819-29,95 | 66,3 6 2 * * 0,0002 16
reductase, mitochondrial
Q29371 - TPIS Triosephosphate isomerase 7,01-7,59 26,72-30,85 84 10 43 * * 0,0037 3,1
P82979 - SARNP SAP domain-containing 6,10-6,86 2367-3585 | 236 2 10 00269 | -33 . .
ribonucleoprotein
P09571 - TF Serotransferrin 6,93-6,26 76,96-68,16 36,2 4 6 * * 0,0127 16
P09571 - TF Serotransferrin 6,93-7,48 76,96-28,3 20,8 2 3 0,0018 Ausente 0,0015 -4,9
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-5,57 69,69-29,7 34,3 6 6 0,0000 -6,2 0,0000 -3,6
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-5,99 69,69-31,04 126,6 18 18 0,0004 -2,6 0,0066 -2,7
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-5,71 69,69-29,95 60,1 7 8 0,0005 3,1 0,0003 3,1
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,27 69,69-31,27 133,8 19 20 0,0079 -8,8 0,0045 -6,8
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,05 69,69-43,08 194,5 25 26 0,0000 -3,0 0,0000 -2,4
P08835- ALB Serum albumin 6,08-6,08 69,69-43,63 155,3 19 18 0,0009 -2,5 0,0005 -2,8
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,41 69,69-37,07 79,7 9 11 0,0010 -4,1 0,0072 -3,2
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,39 69,69-44,05 106 12 18 0,0000 -3,3 * *
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,58 69,69-77,48 253,2 28 37 * * 0,0005 3,0
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,44 69,69-76,77 368,5 52 46 0,0000 6,8 * *
P08835- ALB Serum albumin 6,08-6,65 69,69-31,05 52,3 5 7 0,0000 -2,5 * *
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-6,87 69,69-34,38 78,7 9 11 0,0118 -8,1 0,0132 -5,3
P08835- ALB Serum albumin 6,08-7,15 69,69-32,87 21,7 2 3 0,0325 -4,5 * *
P08835- ALB Serum albumin 6,08-7,20 69,69-33,50 149,1 20 21 0,0039 -11,5 * *
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-7,38 69,69-34,37 111,6 11 14 0,0029 -4,4 0,0188 -5,2
P08835 - ALB Serum albumin 6,08-7,42 69,69-35,04 47,2 6 6 0,0216 -12,7 * *
Q6P069 - SRI Sorcin 5,32-5,43 21,62-25,70 53,7 8 36 * * 0 3,6
P07437 - TUBB Tubulin beta chain 4,78-5,50 49,67-38,14 75,9 8 21 0,0008 -3,5 0,0012 -2,5
P61085 - UBE2K Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K 5,33-5,61 22,40-28,65 81,2 8 43 0,0002 -2,4 0,0057 -2,8
17-beta-hydroxysteroid
Q9MYP6 - ACT3 6,19-6,22 28,42-33,33 23,8 2 7 0,0062 -9,8 0,0070 -5,9
dehydrogenase 14

* Proteina que no presento cambio diferencial es ese tratamiento.
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