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Abreviaturas

ACK
APC

ARTI

BCIP/NBT

BSA
cDNA
CTL
DC

ELISA

FACS
FITC

hMPV

IFN-y
18G

IL-10

IPTG
ISCOM
kDa

LB

Buffer de Lisis de Eritrocitos
Célula Presentadora de Antigenos (Antigen Presenting Cell)

Infeccion aguda al tracto respiratorio (Acute respiratory trac
infection)

Sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3’-indolilfosfato/ cloruro de
tetrazolio nitro-azul

Albuimina Sérica de Bovino (Bovine Serum Albumin)
DNA complementario

Linfocito T citotdxico (Cytotoxic T Lymphocyte)
Célula Dendritica (Dendritic Cell)

Ensayo de Inmuno Absorcion Ligado a Enzimas (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay)

Citometria de Flujo (Fluorescent Activated Cell Sorting)
Fluoresceina Isotiocianato

Metapneumovirus Humano (Human Metapneumovirus)
Intraperitoneal

Interferén Gamma

Inmunoglobulina G

Interleuquina-10

Interleuquina-17

Interleuquina-4

Cromatografia de Afinidad con Metales Inmovilizados
(Immobilized Metal ion Affinity Chromatography)

Isopropil-B-D-tiogalactdsido
Complejo inmunoestimulante (immuno stimulant complex)
Kilo Dalton

Luria-Bertani



LRTI Infecciones respiratorias al tracto inferior (Lower respiratory
tract infection)

mA Miliamperes

NaOH Hidréxido de Sodio

ODsoo Densidad 6ptima medida a los 600nm de longitud de onda

ORF Marco de lectura abierto (Open Reading Frame)

pb Pares de bases

PBS Bufer fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction)

PE Ficoeritrina

p.i. Post-infeccién

PFU Unidad formadora de placas (Plaque forming units)

PMN Células polimorfonucleares

RPM Revoluciones por minuto

MOl Multiplicidad de infeccion (Multiplicity of infection)

N-hMPV Proteina N de hMPV recombinante

RNA Acido ribonucleico

RPMI Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institue

RT-qPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

(Real-Time quantitative PCR)

SDS-PAGE Electroforesis con gel de acrilamida con sodio dodecilsulfato
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamyde Gel Electrophoresis)

Thl Linfocitos T “helper” tipo 1

Th2 Linfocitos T “helper” tipo 2

Th17 Linfocitos T “Helper” tipo 17

URTI Infeccidn respiratoria al tracto respiratorio superior (Upper

Respiratory tract infection)

UV-hMPV Metapneumovirus humano inactivado mediante luz ultravioleta
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Resumen
El Metapneumovirus humano (hMPV) es el segundo agente viral causante de bronquiolitis en
nifios de todo el mundo. Es el origen etioldgico de variados cuadros clinicos del tracto respiratorio
y afecto principalmente a nifios y ancianos. La infeccion induce una respuesta Th2 por parte del
sistema inmune del hospedero produciéndose una inflamacidn patoldgica de las vias
respiratorias. Luego de la resolucion de la enfermedad no hay induccién de memoria
inmunoldgica, por lo que la enfermedad causada por la infeccion con hMPV puede recurrir en el
mismo paciente. Por esta razén una vacuna contra hMPV que induzca una respuesta inmune
protectora que perdure en el tiempo es un objetivo importante para la salud publica mundial.
Hasta la fecha no hay una vacuna efectiva disponible contra este virus. Este estudio evalua la
induccién de respuesta inmune protectora contra hMPV mediante vacunacion con la
nucleoproteina N del virus mds el adyuvante ABISCO-100. Los datos muestran que los ratones
vacunados desarrollan una respuesta inmune protectora frente a una infeccion posterior con el
virus. En estos ratones vacunados y luego desafiados con el virus se midié una disminucién del
transcrito del gen de la nucleoproteina N de hMPV en pulmones y una reversion en la pérdida de
peso comparado con los ratones infectados que no fueron vacunados. Ademas en pulmén se
observé una reduccidn en la infiltracion de granulocitos y células dendriticas inflamatorias
(CD11b7/CD11c*) en el grupo vacunado y desafiado con el virus. Por otro lado, al estimular con
proteina N del virus a esplenocitos provenientes del grupo vacunado se midié un aumento en la
secrecion de IFN-y, IL-10 e IL-17A. También se observé un aumento en la concentracion de
anticuerpos isotipo 1gG tipo 1gG2A en sangre en el grupo vacunado y desafiado. Por ultimo se
determind que la vacuna no tiene por si misma efecto en la produccién de anticuerpos
neutralizantes. Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que los ratones vacunados
desarrollaron una respuesta inmunitaria protectora mediada por células T con un perfil
combinado Th1/Th17 que los protegid contra la infeccién con hMPV y su patologia asociada y que

la proteina N podria ser un buen antigeno para el desarrollo de una vacuna.



Summary

Evaluation of the protective immune response against human Metapneumovirus induced by
viral nucleoprotein plus AbISCO-100 vaccine prototype

Worldwide, human Metapneumovirus (hMPV) is the second cause of acute respiratory tract
infection in children such as bronchiolitis and pneumonia. It is the etiological origin of several clinical
manifestations of the respiratory tract and mainly affects children and the elderly. The hMPV
infection has been associated with an unbalanced Th2 pathological response causing inflammation
and obstruction in the respiratory tract. Because a poor immunological memory induction is
developed, the airway infections with hMPV and disease associated are recurrent. In consequence,
an hMPV vaccine that generates protective immune response is necessary. To date there is no

effective vaccine available against this virus.

This study shows that vaccinated mice with N-hMPV-ABISCO developed a protective
immune response against hMPV infection. Compared to non-vaccinated mice, we measured a
reduction in the transcripts of the N gene of hMPV in lungs and a reduction in weight loss in
vaccinated mice. Besides, in these mice there is a decrease of granulocyte infiltration and of
dendritic cell infiltration of conventional migratory DCs (CD11b/CD11c*) in lungs. Moreover, we
isolated splenocytes from vaccinated and non-vaccinated mice and stimulated these cells with
recombinant N protein of hMPV. The induced cytokines was measured in the supernatant tissue
culture medium. We observed an increase of IFN-y, IL-10 and IL-17A in splenocytes obtained from
vaccinated mice. Total and IgG subclasses was measured in serum and higher levels of IgG and

1gG2a were detected in the serum of vaccinated and challenged mice compared to naive mice.

The results obtained in this investigation suggest that the vaccinated mice developed a protective
T cell-mediated immune response with a combined Th1 / Th17 profile that protected them against
infection with hMPV and its associated pathology and that N protein could be a good candidate for

a vaccine.



. Introduccion general

Las infecciones del tracto respiratorio humano son una de las principales causas de
mortalidad en el mundo[1-4]. Segun la OMSJ[5] representan la tercera causa de muerte a nivel
mundial y para niflos menores de cinco afios representan la segunda causa de muerte,
independientemente del drea geografica. De todos los virus que infectan el sistema respiratorio,
el Metapneumovirus humano (hMPV) es uno de los mas prevalentes junto con el virus de la
influenza, la parainfluenzay el virus respiratorio sincicial (VRS). Este ultimo esta filogenéticamente
relacionado con el hMPV[6]. El hMPV presenta una mayor prevalencia en invierno y primavera[7].
Se estima que de todas las hospitalizaciones de infantes y nifios pequefios por infecciones al tracto
respiratorio inferior ocurridas en el planeta, un 10% de ellas tienen como agente etioldgico al
hMPVI[1]. Este virus descubierto en Holanda[8] ha sido detectado en todos los continentes
incluido Latinoamérica[9]. Estudios de seroprevalencia indican que no es un virus emergente sino
que ha estado presente desde hace al menos 50 afios[8]. Este virus infecta el tracto respiratorio
superior e inferior desencadenando efectos citopaticos en las células epiteliales ciliadas de los
bronquiolos y los pneumocitos de los alveolos del tracto respiratorio en humanos[10], haciendo
a las células refringentes, pequeias, granulares, formando sincicios e interrumpiendo la
homeostasis celular[11]. Tiene un periodo de incubacién de 4 a 6 dias y de dispersion excretoria
de 5 dias a dos semanas, produciendo un cuadro clinico indistinguible del generado por VRS. En
el tracto respiratorio superior puede producir cuadros de catarro, tos, carraspera, rinitis,
conjuntivitis, faringitis, otalgia y otitis. Cuando se extiende al tracto respiratorio inferior puede
producir ronquido de pecho, taquipnea, disnea, fiebre, hipoxia, hiperinflacion pulmonary originar
cuadros respiratorios severos como bronquiolitis, bronquitis, pneumonia dependiente de
ventilacion mecanica, y exacerbacion del asma. EIl hMPV afecta principalmente infantes, nifios
pequefios, ancianos y pacientes inmunodeprimidos[12-15]. Es un virus de monohebra de RNA

negativo no segmentado, que pertenece al orden de los Mononegavirales, familia
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Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Metapneumovirus[8]. Su morfologia es
pleomérfica, esférica y filamentosa, y esta envuelto en un manto lipidico derivado de la célula

huésped con proteinas proyectadas en su superficie[16].

1.1 Las infecciones al tracto respiratorio

Las infecciones agudas al tracto respiratorio (ARTI) se clasifican en infecciones agudas al
tracto superior (URTI) e infecciones agudas al tracto respiratorio inferior (LRTI)[17]. El tracto
respiratorio superior va desde la ventana de la nariz hasta las cuerdas vocales incluyendo las
cavidades nasales y el oido medio y el tracto respiratorio inferior empieza en la traquea y llega
hasta los alveolos pasando por los bronquios y los bronquiolos[17](figura 1). La mayor parte de
las infecciones respiratorias tienen etiologia viral y se producen por inhalacion del virus. Esto le
permite llegar a las células epiteliales de la mucosa respiratoria[18]. En las infecciones al tracto
respiratorio superior los cuadros clinicos mds comunes son otitis y sinusitis. La mayor parte de
este tipo de infecciones remiten por si mismas, sin embargo en un significativo porcentaje el
virus logra llegar al tracto respiratorio inferior y desencadenar una infecciéon aguda
desencadenando cuadros como bronquitis, bronquiolitis y neumonia[17]. El patdégeno se
multiplica en las células epiteliales de la mucosa respiratoria e induce inflamacién e incremento
de la produccion de secreciones mucosas afectando la funcién muco-ciliar, también se puede
producir necrosis del tejido e inflamacidon severa llevando al paciente a una obstruccion

respiratoria[18].
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Figura 1. El sistema respiratorio humano. El tracto respiratorio superior parte en la nariz pasa por
la cavidad nasal, la laringe, la faringe, las cuerdas vocales y llega hasta la traquea. El tracto
respiratorio inferior parte en la traquea y llega hasta los alveolos. (Adaptado de "atlas fotografico
de anatomia del cuerpo humano" McGraw-hill ISBN.968 25 16773).
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1.2 Pat6genos respiratorios emergentes

En las ultimas dos décadas se ha descubierto un nimero considerable de nuevos
patdgenos respiratorios. Los cambios producidos por la globalizacion como el aumento
demografico en zonas rurales, la masificacion de los supermercados de mascotas , el aumento
exponencial de viajes internacionales , el aumento en las expectativas de vida y las infecciones
oportunistas asociadas a la inmunosupresion han hecho que nuevos patdgenos respiratorios
emerjan en el horizonte global[19]. Por otro lado el mejoramiento en la tecnologia en biologia
molecular ha permitido una vigilancia y andlisis mas eficiente de la etiologia asociada a las

infecciones respiratorias [20].

1.3 Descubrimiento del hMPV

En el afio 2001 un nuevo virus fue aislado desde muestras de 28 pacientes infantiles que
mostraban sintomas de infeccién al tracto respiratorio inferior similares a los del VRS. El ARN
extraido de células infectadas con el virus desconocido no pudo ser amplificado por RT-PCR
usando cebadores de virus respiratorios conocidos. Sin embargo usando cebadores aleatorios
fueron amplificadas bandas que se asemejaban a las obtenidas con el Metapneumovirus aviar
(AMPV), indicando una relacidon cercana entre ambos virus. Estudios filogenéticos posteriores
clasificaron el virus como el primer virus del género Metapneumovirus capaz de infectar a
mamiferos. Estudios serolégicos posteriores indicaron que éste virus habia estado en circulacién

desde hace al menos 50 afios atras[8].
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1.4 Epidemiologia

Las infecciones agudas al tracto respiratorio son la tercera causa de mortalidad y
morbilidad en el mundo y para nifios menores de cinco afios constituyen la primera causa de
mortalidad para la poblacion de paises en desarrollo, principalmente la africana[21]. Las
infecciones al tracto respiratorio constituyen una de las principales cargas para los sistemas de
salud y uno de los principales problemas de salud publica mundial. Por otro lado, en diferentes
estudios epidemioldgicos recientes se ha visto que en aproximadamente la mitad de los casos de
pneumonia el agente etioldgico es un virus, y que entre ellos el hMPV tiene una prevalencia muy
significativa[22]. Desde su descubrimiento en el afio 2001[8] el hMPV ha sido identificado en
todos los continentes como uno de los mas frecuentes en las infecciones al tracto respiratorio
superior e inferior. De prevalencia estacional, principalmente en invierno y primavera [1, 23], éste
virus es responsable de al menos el 10% de las infecciones respiratorias que requieren
hospitalizacion[24]. Ultimamente se ha equiparado su prevalencia con la de la influenza para
nifios menores de cinco afios[25]. Si bien en los adultos tiene una prevalencia importante[26], los
principales grupos etarios afectados son los nifios menores de cinco afios y los ancianos[27]. En
Chile estudios epidemiolégicos mostraron que el hMPV era el agente etioldgico[28] en el 10% de
los nifios hospitalizados por infecciones agudas al tracto respiratorio. También se ha demostrado
que aproximadamente un 100% de los nifios entre 5 y 10 afios son seropositivos para hMPV[8,
29]. En el ser humano la mayor parte de los cuadros de enfermedad inducidos por hMPV son leves
o moderados y solo requieren tratamiento ambulatorio, sin embargo en los grupos de riesgo
derivan en una falla respiratoria aguda que requiere hospitalizacién. Se estima que del 5% al 10%

de estos casos terminan en muerte del paciente[1, 14, 30-32].
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1.5 Virologia del hMPV

Los virus de la familia paramyxoviridae contienen genomas de mono hebra de RNA no
segmentado de polaridad negativa y su genoma se replica exclusivamente en el citoplasma. Estan
rodeados de un manto lipidico desde el cual protruyen la glicoproteina G de unién vy la
glicoproteina F de fusidn viral. Al interior del manto lipidico se encuentra una nucleocapside
helicoidal formada por la proteina P, la proteina Ly la proteina N. Esta Gltima encapsida el genoma
viral de RNA antisentido y lo protege de nucleasas, adicionalmente ésta proteina funciona en
asociacidn con la proteina P y la proteina L en el proceso de replicacion y transcripcion. Entre el
manto lipidico y la nucleocapside se encuentra la proteina M que interactia con la proteina N

durante el ensamblaje de nuevos viriones[33]. (Figura 2)

Analisis genéticos de aislados de hMPV basados en analisis de secuencia de las proteinas
F Y G del virus han revelado que existen dos cepas principales de hMPV, la cepa A y B, que
representan dos serotipos distintos. Es posible diferenciar dos subgrupos en cada cepa,

correspondientes a Al, A2, B1y B2, respectivamente. [8]
1.6 Organizacion genémica

El tamafio del genoma de HMPV es de alrededor de 13,3 kb. Contiene 8 genes y 9
marcos de lectura abiertos (ORFs). El gen M2 contiene 2 ORFs a partir de los cuales se expresan
las proteinas M2-1y M2-2. El genoma de HMPV contiene regiones no codificantes que varian en
tamanio de 23 a 209 nucledtidos y contienen sefiales de término, regiones intergénicas y sefiales
de inicio. La organizacion gendmica se asemeja al de otros neumovirus tales como HRSV. Sin
embargo, a diferencia de HRSV, el genoma de HMPV carece de los genes no estructurales (NS1y

NS2) y el orden de los genes entre M y L es diferente[34].(Figura 2)
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Figura 2. Representacion del virion de hMPV incluyendo el manto lipidico con las glicoproteinas
(F, SHy G), la proteina de matriz M y el complejo ribonucleoprotéico. Adicionalmente se incluye
una representacion esquematica del genoma viral de hMPV.
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1.7 Ciclo viral

El ciclo viral de hmpv ha sido determinado usando como referencia el ciclo viral asociado a otros
paramyxovirus. Mayores detalles se explican en la figura 3.

l Uncoating

Genome [-) Antigenome (+)
S b AT AV VPPV

Primary
Transcription Replication
Secondary
EBP A LA AR Transcription Genome (-)
P P T 1Y —————— AAAASANA

Mucleus

%\-—%.—
-

# Surface
glycoproteins

Figura 3. Ciclo viral del Metapneumovirus humano(adaptado de [30]).Después de la unién del
virion a la membrana plasmatica se fusionan las membranas viricas y plasmaticas. Este proceso
permite el denudamiento del virion y la liberacion de la ribonucleoproteina (VRNP) en el
citoplasma. El complejo VRNP realiza la transcripcidon primaria de todos los transcritos. Luego el
genoma se utiliza como templado para producir el antigenoma. Este uUltimo se utiliza como
templado para sintetizar el ARN gendmico, que se incorpora en los viriones de la progenie.
También el RNA gendmico recién sintetizado participa en la produccién de nuevos transcritos en
un proceso llamado transcripcion secundaria. Después de la traduccion, las proteinas My las
proteinas del complejo ribonucleoprotéico (proteinas N, P y L) se transportan intracelularmente
a la membrana plasmadtica. Por otro lado las glicoproteinas virales F, G y SH se transportan desde
el reticulo endoplasmico (ER) hasta el aparato de Golgi y luego a la membrana plasmatica.
Finalmente al confluir todos los componentes en la membrana plasmatica se forman nuevos
viriones, liberandose al medio mediante el proceso de brotacion viral.
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1.8 Vias de transmision del Metapneumovirus Humano

El Metapneumovirus se transmite al igual que VRS por contacto con secreciones
contaminadas desde las manos a la boca o desde las manos a los 0jos[35, 36], via gotas de Fligger
o por contacto con fémites[35]. Al llegar al tracto respiratorio inferior infecta al epitelio ciliado
ubicado en la primera capa de células que rodean el lumen de los bronquiolos y los pneumocitos
de los alvéolos[10] entre otros tejidos del tracto respiratorio e infecta otras células, incluidas las
del sistema inmune[37] y del sistema nervioso central[38]. El hMPV puede persistir en los

pulmones aun después de 154 dias post-infeccion [39].

1.9 Respuesta inmune del modelo animal y Patogénesis

Las primers células blanco del hMPV son las células epiteliales del tracto respiratorio luego
de haber superado las barreras fisicas mucosas y las células ciliares[40]. Cuando el hMPV infecta
células epiteliales se activan vias de transduccion de sefiales que resultan en la activacion de
mecanismos antivirales y pro inflamatorios[41, 42]. La especie Mus musculus es uno de los
modelos establecidos para estudiar la patogénesis de la enfermedad inducida por la infeccidn por
hMPV. Dentro de esta especie la cepa Balb/c ha sido establecida como un modelo exitoso de
infeccion y enfermedad. En ésta cepa se observa una eficiente replicacion viral con maximos a los
7 y 14 dias[43], pérdida de peso entre los dias 4 y 10 post-infeccion con un maximo al dia 7,
dificultad respiratoria y pelo enmarafiado[40, 44]. En el pulmdn del ratdn se produce un estado
inflamatorio general que alcanza un maximo entre los dias 5y 7 y que se mantiene por semanas
con infiltracion de células inflamatorias como PMNs y macréfagos en el espacio alveolar
(alveolitis), mientras que la infiltracion de linfocitos en pulmoén alcanza su maximo entre los dias
3y 5 post-infeccion. La infeccién por hMPV sobre células dendriticas induce una disminucién en

su capacidad de presentar antigeno y activar células T[45]. El perfil de citoquinas y quimioquinas
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en el pulmén asociado a la infeccién estd caracterizado por altos niveles de IFN-y, IL-4, IL-8,
RANTES y MCP-1 lo que induce mayor infiltracion de neutréfilos y células NK activadas[44]. Otros
estudios suman a estos datos la existencia de GM-CSF en los lavados bronqueoalveolares[46]. Por
otro lado la infeccion por hMPV no induce niveles detectables de IL-10 o IL-12p70 pero si IL-

12p40[42].

En un estudio de deplecidn de células T se encontré que éstas células tienen un rol crucial
en la eliminacién del virus durante la infeccién primaria, pero también son responsables de la

patologia posterior, principalmente las células T CD4*1*7],
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1.10 Células dendriticas en el tracto respiratorio

Las células dendriticas son células profesionales presentadoras de antigenos del sistema
inmune (APC profesionales). Se diferencian desde progenitores mieloides y linfoides provenientes
de la médula ésea y estan ampliamente distribuidas entre tejidos linfoides secundarios, terciarios
y no linfoides. Juegan un rol fundamental en la deteccién de patdgenos y en la activacion de
células T, desencadenando la respuesta inmune adaptativa[48]. En el sistema respiratorio las
células dendriticas estan presentes en el epitelio respiratorio, en la submucosa y en tejidos
parenquimales asociados al pulmdén[49]. En ausencia de inflamacidn las células dendriticas estan
presentes en un promedio de cientos por milimetro cuadrado en las vias aéreas superiores,
mientras que en las vias respiratorias inferiores se encuentran en menos de 100 por milimetro
cuadrado[50]. Cuando se desarrolla un proceso inflamatorio las células dendriticas son reclutadas
en mayor cantidad hacia el pulmén[51]. Después de detectar y degradar a los virus, las células
dendriticas inician la respuesta inmune via la secrecion de interferones, quimioquinas y citoquinas
proinflamatorias, también expresan una variedad de moléculas coestimuladoras y receptores en
un proceso que se conoce globalmente como maduracidn. Después de la maduracion las células
dendriticas son capaces de migrar hacia los linfonodos pulmonares y presentar antigenos a las

células T de forma eficiente[52].
1.11 Fenotipos de célula dendritica en el pulmaén

Existen al menos 3 subgrupos de células dendriticas descritos en pulmdn. Las células
dendriticas plasmacitoides (pDCs) secretoras de IFNs de tipo |, las células dendriticas asesinas
(IKDCs) que comparten marcadores con las células asesinas naturales (Células NK) y las células
dendriticas convencionales (cDCs). Estas Ultimas son consideradas las principales presentadoras
de antigenos del sistema inmune[53]. Las cDCs pulmonares se subdividen en dos grupos. Ambos

subgrupos expresan el marcador CD11c pero pueden diferenciarse por la expresion del marcador
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CD11b (fenotipos CD11b*/CD11c* y CD11b7/CD11c) [54]. Otra manera de diferenciarlas es el uso
del marcador CD103, de esta manera las células dendriticas CD11b"/CD11c* son CD103* mientras

que las células dendriticas CD11b*/CD11c* son CD103" [54].

1.13 Funciones efectoras de las células dendriticas CD11b*/CD11c* y
CD11b/CD11c*

Las células dendriticas CD11b*/CD11c* y CD11b7/CD11c" poseen propiedades efectoras
diferentes[55]. Las células dendriticas CD11b*/CD11c* presentan antigeno mediante MHC-II de
forma mas eficiente[56]. Por otro lado se ha informado que éste fenotipo posee un potente efecto
proinflamatorio[57] y han sido responsabilizadas de la induccion de respuesta Th2[58]. Por otro
lado las células dendriticas CD11b"/CD11c* son mucho mas eficientes al presentar antigeno de
forma cruzada hacia células T CD8*[55] permitiendo la activacion de CTLs y producen una cantidad
mayor de IL-12[59]. Adicionalmente ha sido demostrado que éstas células son capaces de
presentar antigenos foraneos provenientes de células apoptéticas y han sido relacionadas con la

induccién de respuesta Th1[60].

1.14 Efecto de la infeccién por hMPV sobre el fenotipo y la migracion de
las células dendriticas pulmonares

Existe evidencia experimental de que el virus hMPV induce el reclutamiento de células
dendriticas en respuesta a la infeccién en la cepa BALB/c[61] entre otras, siendo las cDCs las mas
abundantes y en donde el fenotipo CD11b*/CD11c* predomina sobre el fenotipo CD11b7/CD11c*
[61]. Ademas la infecciéon con hMPV induce en el pulmdn una disminucion significativa del
fenotipo CD11b/CD11c"y la cantidad normal de células dendriticas CD11b"/CD11c" no se recupera

después de al menos 8 semanas post-infeccion[61].
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1.15 Necesidad de una vacuna y estado del arte en el desarrollo de
profilaxis contra hMPV

Se ha reportado que en humanos la infecciéon por hMPV no induce inmunidad protectora
contra posteriores reinfecciones[62]. Este resultado también se encontrd en estudios realizados
en primates[63], lo que sugiere que la infeccion induce una inmunidad protectora transiente de
corta duracion, efecto que también se observa en otros virus de la familia Paramyxoviridae como
VRS[64]. Estos resultados pueden explicarse porque hMPV despliega mecanismos de evasion del
sistema inmune que impiden una correcta formacion de memoria inmunoldgica[65]. Esto implica
que para estimular una inmunidad efectiva es necesario inducir una respuesta inmune adaptativa
contra antigenos del virus en ausencia de estos factores virales inmunomoduladores que estarian

blogueando la formacién de memoria inmunoldgica protectora.

Hasta la fecha se han ensayado distintos prototipos de vacuna contra Metapneumovirus,
incluyendo vacunas basadas en virus quiméricos[66], virus atenuados, virus inactivados y
proteinas recombinantes. Las vacunas basadas en virus quiméricos que expresan la proteina F han
dado resultados de proteccion inmune transiente. En ratas algodoneras se indujo proteccidn
humoral contra hMPV[67] mediante ésta vacuna pero al probar una formulacién similar en simios
no humanos la proteccion humoral inducida por la vacuna no se mantuvo en el tiempo[68]. Las
vacunas basadas en virus inactivados generan una reaccion inmune tipo Th2 acoplada a la
ausencia de produccién de anticuerpos neutralizantes, lo que produce una reaccién inflamatoria
descontrolada e injuriosa para el sistema respiratorio. Por consiguiente este tipo de vacunas han
sido descartadas[69]. Con virus atenuados se han obtenido resultados mas auspiciosos; este tipo
de vacuna induce una fuerte respuesta inmune en una infeccidn secundaria con una considerable
disminucion del titulo viral[70]. Su principal desventaja es que pueden resultar demasiado
atenuadas o producir una respuesta inmune inflamatoria exacerbada por la gran cantidad de

PAMPs que contienen. Adicionalmente, considerando la tasa de error de la RNA polimerasa RNA
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dependiente del virus, siempre esta el riesgo de una posible reversion de la atenuacién. En cambio
el uso de proteinas recombinantes mds un adyuvante eluden estas complicaciones y permiten un

disefio mas racional de la formulacion.
1.16 Eleccion de la proteina N de hMPYV como antigeno

La secuencia de la proteina N de hMPV es una de las mdas conservada entre todas las cepas
de hMPV[71] por lo tanto una vacuna desarrollada en base a sus antigenos permitiria proteger al
individuo de un amplio espectro de cepas del virus. Adicionalmente existen predicciones
bioinformaticas y datos experimentales que demuestran que ésta proteina contiene epitopes que
son cargados en el MHC-I de células presentadoras de antigenos y son presentados a células T

CD8 * citotoxicas dirigiendo su activacion[72].

1.17 El adyuvante ISCOMATRIX

El adyuvante ISCOMATRIX deriva de los complejos inmunoestimuladores ISCOM que
fueron descritos inicialmente por Morein et al. en 1984[73]. Ellos demostraron que bajo
condiciones controladas y en ausencia de antigeno los ISCOMs forman espontdaneamente
estructuras tipo caja y llamaron a esas estructuras “ISCOMATRIX”. ISCOMATRIX estd compuesto
por ISCOPREP que corresponde a una fraccion de las saponinas del quillay ademas de colesterol y
fosfolipidos. -Este adyuvante puede ser formulado junto a cualquier antigeno proteico que se haya
purificado después de la manufactura del adyuvante. Ha probado ser seguro, bien tolerado y
altamente inmunogénico en humanos generando eficientes respuestas de tipo humoral y celular

(74].

ISCOMATRIX induce respuesta inmune humoral de larga vida y con capacidad neutralizante

estimulando la generacion de distintos isotipos de inmunoglobulina con diferentes propiedades
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efectoras. Otro efecto importante de este adyuvante es el depdsito del antigeno dentro de la
célula dendritica induciendo su presentacién prolongada lo que facilita la activacién de células
T[75]. Ademas facilita la llegada del antigeno a las células dendriticas ubicadas en los nodos
linfaticos que drenan la zona de inyeccidén, permitiendo asi la maduraciéon de las células
dendriticas que han captado el antigeno[74]. También se ha demostrado que los adyuvantes
ISCOMATRIX favorecen la translocacidn del antigeno desde compartimentos endoso males hacia
el citosol y su procesamiento via tripeptidil peptidasa Il y posterior carga del antigeno en MHC
1[75]. Por otro lado favorece la via de procesamiento y presentacion del antigeno via MHC Il para
la presentacion hacia células T CD4" y la colaboracion de la célula T CD4* con el linfocito B para
una mejor respuesta humoral. También se ha mostrado que ISCOMATRIX aumenta el
reclutamiento de células efectoras innatas y adaptativas como células B, células T CD4* y células
T CD8* hacia el linfonodo que drena el tejido en el cual la vacuna ha sido inyectada.
Adicionalmente se ha demostrado que ISCOMATRIX es capaz de estimular una mayor capacidad
de presentacion cruzada de antigeno por parte de las células dendriticas que permite la activacion
de células T citotdxicas capaces de eliminar tumores[76]. Por ultimo, ISCOMATRIX induce por si
mismo un ambiente de citoquinas equilibrado entre la respuesta Thly Th2 (IL-4, IL-2, IFN-y) que
favorece la maduracion de las células dendriticas y una éptima presentacién de antigeno. En esta
tesis se utilizé el adyuvante AbISCO-100, una de las presentaciones del adyuvante ISCOMATRIX.

AbISCO contiene ISCOMs pre-formados lo que facilita la preparacidn de la vacuna.
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Il. Hipotesis

En base a los antecedentes presentados, se propone la siguiente hipdtesis:

“El prototipo de vacuna compuesto por la proteina N de hMPV formulada con el adyuvante
AbISCO-100 induce una respuesta inmune protectora contra una infeccién con hMPV en ratones

Balb/c”.

Obijetivo general

Caracterizar y evaluar la respuesta inmune contra una infeccion con hMPV inducida por el
prototipo de vacuna compuesto por la proteina N de hMPV formulada con el adyuvante AbISCO-

100 en ratones Balb/c.

Obijetivos especificos

1) Generar un prototipo de vacuna a partir del gen de la proteina N de hMPV mas AbISCO-
100.
2) Caracterizar la respuesta inmune contra hMPV en ratones Balb/c vacunados con el

prototipo de vacuna y evaluar la proteccion contra la enfermedad inducida por hMPV.
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Ill.  Materiales y Métodos

3.1 Reactivos
Merck (Whitehouse Station, Nueva Jersey , EEUU): Cloruro de sodio, hidroxido de sodio,

carbonato de sodio, agarosa, glucosa, etanol, acido acético glacial, dimetilsulféxido (DMSO), SDS,

acido sulfdrico 37%, urea, metanol y glicerol.
Difco (Franklin Lakes;, Nueva Jersey, EEUU): agar-agar, extracto de levadura, triptona.
Applichem (Gatersleben, Alemania): Bromuro de etidio, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF).

Invitrogen (Carlsbad, California, EEUU) : Estandares de peso molecular A/Hindi Ill, $X174/Hae il
y Benchmark Protein Ladder P7708S, Taq DNA polimerasa-, dNTPs, tampones de reaccion PCR,
resina Probond, Medio RPMI, glutamina, penicilina-streptomicina, aminoacidos no esenciales,

piruvato de sodio, Suero fetal Bovino. Azul de tripan.

BD Pharmigen (Franklin Lakes, Nueva Jersey, EEUU): Anticuerpos anti-mouse CD11c conjugados
con FITC( Isocianato de Fluoresceina), anti-mouse CD11b conjugados con PE (Ficoeritrina) y anti-

mouse Gr-1 conjugado con APC (Aloficocianina), Triptona, extracto de levadura.
Sigma (St._Louis, Missouri, EEUU): anti-mouse IgG, bicarbonato de sodio, DNAsa I.
Winkler (Santiago, Chile): Aloimina de suero Bovino.

Isconova (Gaithersburg, Maryland, EEUU): Adyuvante AbISCO-100.

Life Technologies-Gibco (Bangalore, India): Medio de cultivo eucarionte RPMI 1640 y medio de

cultivo eucarionte Optimem.
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3.2 Medios de cultivo bacteriano

Para el cultivo bacteriano se utilizé medio Luria Bertani (LB) compuesto por 1% de triptona, 1% de

NaCly 0,5% de extracto de levadura[77].

3.3 Suplementacién para medio de cultivo eucarionte

Para el cultivo de esplenocitos se utilizd RPMI suplementado con 0,2% de bicarbonato de
sodio, 1% de glutamina, 1% de penicilina, 1% de estreptomicina, 1% de aminodcidos no esenciales,

1% de piruvato de sodio y 5% de suero fetal bovino.

Para el cultivo de células LLC-MK2 se utiliz6 medio RPMI suplementado con 0,2% de
bicarbonato de sodio, 1% de glutamina, 1% de penicilina, 1% de estreptomicina, 1% de
aminoacidos no esenciales, 1% de piruvato de sodio y 5% de suero fetal bovino y medio Optimem

suplementado con 3.4 g/L de bicarbonato de Sodio y penicilina-streptomicina (10 U/mL).

3.4 Sistemas comerciales

Thermo Fischer Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU): Micro BCA™ Protein Assay Kit para

cuantificaciéon de proteina.

Invitrogen (Carlsbad, California, EEUU): PureLinkTM HiPure Plasmid Miniprep para purificacion de

plasmidios, resina ProBond para purificacidon de nucleoproteina recombinante N de hMPV.

BD Pharmingen (Minneapolis, Minnesota, EEUU): Quantikine ELISA Kits para IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-

17 R&D Systems, Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit.

OMEGA-BIOTEK (Norcross, Georgia, EEUU). : EZNA plasmid mini kit I.

Promega (Madison, USA): ImProm Il Reverse Transcription System.
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3.5 Soluciones y tampones

3.6 Antibidticos para medios de cultivo bacterianos

Sigma Aldrich (St.Louis, Missouri, EEUU): Ampicilina (100 pg/mL), cloramfenicol (34

ug/mL), estreptomicina (75 pg/mL) y acido nalidixico (20 pg/mL).

3.7 Anticuerpo para Western Blot
Gene Script (Jiangsu, China): Anti-Histag.

3.8 Plasmidio de expression
PROMEGA (Wisconsin, USA): pET-21a.
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3.9 Linea celular para replicacién viral de hMPV

Células epiteliales LLC-MK2 de rifién provenientes de la especie Macaca mulatta. Cédigo

ATCC: LLC-MK2 Original. ATCC® CCL-7™.

3.10 Cepas bacterianas

BL21(DE3) Codon Plus RIPL de Stratagene (La Jolla, California, EEUU): E. coli B F— ompT

hsdS(rB— mB-) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW

Strep/Specr]

3.11 Expresion y purificacién de la proteina recombinante N de hMPV

Con el fin de obtener la formulacidn del prototipo de vacuna ensayado en esta tesis se
procedid a purificar la nucleoproteina N de hMPV por cromatografia de afinidad por Nickel (IMAC
por nickel) utilizando la resina Probond montada en columna de vidrio obteniéndose el flujo de la
fase movil por gravedad. Como sistema heterdélogo de expresion se utilizé la cepa bacteriana BL21
CODON PLUS, la cual se transformé por electroporacién con el plasmidio de expresidon pET-21a
cuyo inserto contenia el gen de la nucleoproteina N del Metapneumovirus humano. Luego de la
electroporacion se cultivé el indculo por una hora en ausencia de antibidtico y a continuacién se
plaguedé en agar LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL), cloranfenicol (34 ug/mL) y
estreptomicina (75 pg/mL), éstos tres antibidticos fueron utilizados juntos. Al dia siguiente se
escogidé una colonia transformada de la placa de agar LB y se inoculé en 100 mL de medio LB
suplementado con antibidticos y se cultivé a 37°C y 220 rpm durante toda la noche. Luego este
inéculo se diluyé 1:100 en un nuevo cultivo de 500 mL de medio LB suplementado antibidticos
mas glucosa al 1% p/v. El cultivo se incubé a 37°Cy 220 rpm hasta que alcanzé una ODeggonm €Ntre
0,4y 0,6. En ese momento se indujo con IPTG a una concentracion de 1 mM y se incubd durante

dos horas mas. Luego el sedimento bacteriano se recupero por centrifugacion a 4200 x g durante
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10 minutos. Luego se resuspendié en tampodn de extraccidon a pH 8 y se agregd una punta de
espatula de lisozima. Todo este material se incubé a 4 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo
se agregd DNAsa | y se incubd durante 15 minutos mas a 4°C. A continuacion el sedimento
bacteriano se disgregd con una prensa y el material resultante se centrifugd a 21000 x g durante
20 minutos, obteniéndose el extracto proteico. El proceso de purificacién se llevé a cabo siguiendo
el protocolo del fabricante de la resina Probond (Invitrogen). En resumen, primero se ambiento la
resina Probond con el tampdn de extraccion, luego se le agregd el extracto proteico obtenido
anteriormente y se mantuvo en agitacion suave toda la noche a 4°C. Posteriormente la proteina
recombinante N de hMPV (rN-hMPV) se limpid de posibles proteinas contaminantes con cinco
volumenes de columna de Imidazol 25 mM. Luego se eluyé la proteina con 15 mL de Imidazol 250
mM. La identidad de la proteina eluida se determiné mediante SDS-PAGE al 12,5 % de acrilamida
y western Blot utilizando como anticuerpo primario anti-His tag en una diluciéon 1:1000. Para
cuantificar la proteina obtenida se utilizé el sistema comercial Pierce ™ BCA Protein Assay kit de

Thermoscientific.

Como resultado se pudo obtener la nucleoproteina N de hMPV en condiciones nativas. Como
se observa en la figura 2 al analizar por SDS-PAGE el eluido resultante se obtuvo la banda
correspondiente a la nucleoproteina N de hMPV con un peso de 45 KDa mds otra banda
correspondiente a 30 kDa. Luego al realizar Western Blot de éste eluido se observo sefial de
quimioluminiscencia para ambas bandas. No fue posible eliminar la segunda banda bajo ningun
método, ni de lavado ni de elucién por gradiente de concentracién, ambas bandas siempre
eluyeron juntas en todas las condiciones testeadas, por lo tanto se asumid que la segunda banda

correspondia a una forma trunca de la proteina N de hMPV.
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Purificacion de Ia proteina N de hMPV
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Figura 4. Purificacion de la proteina N de hMPV. En la figura 4A se muestra un gel de
poliacrilamida al 12% obtenido mediante SDS-PAGE. En el primer carril se muestra el estandar de
peso molecular proteico P7708S (no visible en el western blot) en el segundo carril se muestra el
patréon de banda correspondiente al extracto proteico obtenido de un sedimento de bacterias
CODON PLUS transformadas pero no inducidas con IPTG, en el tercer carril se muestra el patrén
de banda correspondiente al extracto proteico obtenido de un sedimento de bacterias CODON
PLUS transformadas e inducidas con IPTG, en el cuarto carril se muestra el eluido obtenido a partir
de purificacién por cromatografia de afinidad por Nickel y que contiene a la proteina N de hMPV
y en el quinto carril se muestra la proteina SIP recombinante usada como control positivo. En la
figura 4 B se muestra un Western Blot con el mismo orden de carriles. Tanto la proteina N de
hMPV como la proteina SIP de Streptococcus agalactiae fueron identificadas mediante el
anticuerpo anti-HISTAG, contra la cola de seis histidinas.

Curva estandar CBA
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pg/mL
Caélculo de concentracion de muestra 1 Stock total muestra 1
Abs:2.185 276 ug de proteina N
(2.185-0.1274)/0.007288=282.327 ug/mL=0.282327pug/ul

Célculo de concentracién de muestra 2 Stock total muestra 2

Abs:1.703 1232 pg de proteina N
(1.703-0.1274)/0.007288=216.19 pg/mL=0.21619 pg/uL

Figura 5.Cuantificacion de proteina N de hMPV. Se obtuvo cantidad suficiente de nucleoproteina
para poder evaluar experimentalmente el prototipo de vacuna compuesta por la nucleoproteina
N mds AbISCO-100 propuesta en esta tesis.
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3.12 Preparacion de virus hMPV

Se obtuvo un aislado clinico de hMPV correspondiente al serogrupo A llamado CZ0107 del
Laboratorio de Infectologia y Virologia del Hospital Clinico de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile y se propagd en cultivos de mono capa de células LLC-MK2 al 80%-90% de confluencia. Luego
de realizar la infeccidon a baja MOI se esperaron 24 horas o hasta observar efecto citopatico.
Posteriormente el debris celular mas el sobrenadante fueron centrifugados a 300 x g por 10 min
y las fracciones sobrenadante y sedimento celular fueron alicuotados y llevados a -80°C.
Posteriormente estas alicuotas fueron descongeladas y tituladas por el método de diluciones

seriadas sobre células LLC-MK2 confluentes.

3.13 Inmunizacién de animales y desafio

Como modelo animal se utiliz6 la especie Mus musculus cepa Balb/C nativa por ser un
modelo exitoso de infeccién y enfermedad capaz de recapitular en gran parte la respuesta inmune
aberrante observada en humanos infectados con hMPV y que desarrollan la enfermedad
respiratoria[78]. Los animales fueron proveidos por el bioterio del Instituto de Salud Publica de
Chile; la manipulacidn de los animales se hizo segun las normativas establecidas por la “Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio” del Consejo Nacional de Investigacion de Canada,
como es recomendado por los comités de Bioética y Bioseguridad de las instituciones
participantes de este trabajo. Para evaluar la respuesta inmune inducida por la vacuna ante la
infeccion se utilizaron 36 ratones hembras de 4 a 6 semanas. Se formaron seis grupos de ratones
Balb/c con seis ratones cada uno. Como via de administracion de la vacuna y sus respectivos
controles se utilizd via de inyeccidn intraperitoneal (i.p.). El primer grupo control no fue
inmunizado ni infectado y se denominé grupo Naive; el segundo grupo control fue inyectado con
PBS 1X y se llamo grupo PBS 1X; el tercer grupo control fue inmunizado con 14,4 ug de AbISCO-

100 mas PBS (control de vehiculo) y se llamé AbISCO; el cuarto grupo control fue inmunizado con

32



1x10° PFU de hMPV inactivado por UV y se llamé UV-hMPV; el quinto grupo control fue
inmunizado con 20 pug de proteina N de hMPV y se llamé N-hMPV y el sexto grupo fue inmunizado
con 20 g de proteina N de hMPV mas 14,4 ug de AbISCO-100 vy se llamé N-hMPV/AbISCO (Tabla
1). Las formulaciones fueron disefiadas de acuerdo al protocolo del fabricante (ISCONOVA).
Después de 14 dias todos los animales recibieron un refuerzo de las mismas formulaciones
anteriores. Después de 28 dias desde la primera inmunizacidn todos los ratones excepto los del
grupo Naive, fueron desafiados con 1x10° PFU de hMPV cepa CZ0107 por via intranasal. En el caso
de los ratones Naive se administré 100 uL de sobrenadante no infeccioso de células LLC-MK2 por
via intranasal como control Mock. Este procedimiento permite determinar el posible efecto
fisiolégico o inmune del medio de cultivo (vehiculo) en las variables evaluadas en el modelo animal
de infeccidon. Después del desafio el peso de los ratones se midi6 todos los dias hasta el dia 34,
momento en el que los ratones fueron sacrificados por sobredosis de anestesia (ketamina 5 mg/Kg
y Xilazina 100 mg/Kg) seguido por dislocacion cervical. Se recuperaron muestras de sangre,

pulmones y bazo de todos los grupos. (Figura 3).
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Inmunizacién Refuerzo Desafio viral ~ Anadlisis de muestras

Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 34

Figura 6. Esquema de inmunizacion. Los ratones fueron inmunizados o tratados el dia cero, luego
14 dias después recibieron un refuerzo con las mismas formulaciones anteriores, al dia 28 todos
los animales menos los del grupo Naive fueron desafiados por via intranasal con 100 pL de indculo
que contenia 1x10° PFU de hMPV. Los ratones del grupo Naive recibieron sobrenadante no
infeccioso por via intranasal. Al dia 34 todos los animales fueron sacrificados y se procedio a la
extraccion de pulmones, bazo y sangre.

Grupos experimentales

Grupo Tratamiento Cadigo en graficos
1 Mock Naive
2 PBS 1X PBS 1X
3 1x10° pfu UV-hMPV UV-hMPV
4 PBS 1X + 14,4 ug AbISCO AbISCO
5 20 ug rN-hMPV N-hMPV
6 20 pg rN-hMPV + 14,4 pg AbISCO N-hMPV/AbISCO

Tabla 1.Esquema de grupos experimentales. La formulacién del prototipo de vacuna se hizo en
funcién de las recomendaciones del fabricante del adyuvante ISCONOVA. Todos los grupos de
ratones recibieron por via intraperitonial un volumen de 100 pL de tratamiento cuya composicion
se especifica en la Tabla.
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3.14 Determinacion de carga viral en muestras de pulmén

Para determinar la carga viral se midié la cantidad de transcrito del gen de la
nucleoproteina N de Hmpv presente en las muestras de pulmdn obtenidas al quinto dia post-
infeccion. Primero un lébulo pulmonar de cada animal evaluado se homogenizé en PBS 1X por
friccion. Para ello se utilizé un émbolo de jeringa y un cedazo de 70 um de poro. A continuacién
la suspensién de tejido obtenida se centrifugd a 4000 RPM por 3 min a 4 °C. Luego se descarto el
sobrenadante y el sedimento celular remanente se resuspendié en 5 ml de TRIzol (Invitrogen),
posteriormente se extrajo el RNA de cada muestra siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Luego 1 ug de RNA fue retrotranscrito a cDNA mediante el sistema comercial ImProm
Il Reverse Transcription System (Promega) segun el protocolo del fabricante. Con el cDNA
obtenido se procedio a realizar un gPCR. Se formd un mix de reaccién con 0.1 pmol de partidor,
0.1Mm de ROX como sonda fluorescente normalizadora, 1 ug de cDNA de cada muestra y agua
libre de nucleasas hasta un volumen final de 10 pL. Se tomé el gen B-actina murina como gen de

estandarizacion.

Para la reaccion de gPCR se usd el termociclador Stratagene Mx3000P (Agilent

Technologies).Los datos fueron analizados mediante el software MxPro (Agilent Technologies).

Para la cuantificacion de copias del transcrito de la nucleoproteina N de Hmpv se hizo una
curva estandar utilizando el plasmidio pET21a::N-hMPV/(4,44x10°gr/mol). Se hicieron diluciones
seriadas del plasmidio obteniéndose finalmente entre 4,50 x 102 ng y 4,5 x10° ng por pL de
muestra de DNA en el mix de reaccion. Para la curva estandar para B-actina se usé el plasmidio
TOPO-TA:: B-actina(2,67x10° gr/mol). Se hicieron diluciones seriadas del plasmidio obteniéndose
entre 1.15x10%ng hasta 4.50x102ng por 1 uL de muestra de DNA en el mix de reaccién. La

expresion relativa del gen N se calculd en base a la férmula

P — AcCt ive— ACt ive—
Ratio = (ETarget) target(naive: muestra)/(Eref) ref(naive—muestra)
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Donde el gen target corresponde al gen de la nucleoproteina N de hMPV y el gen ref corresponde

al gen B-actina. Se tomé el valor obtenido del grupo naive como control.

Partidores

Partidores gen N-hMPV

Fragmento esperado: 120bp

FW 5’-ACAGCAGATTCTAAGAAACTCAGG-3’

ReV 5’- CTTCTTTGTCTATCTCTTCCACCC-3’

Partidores gen B-actina

Fragmento esperado: 147bp

FW 5’-ACCTCCTACATTGAGCTGCG-3’

ReV 5'CTGGATGGCTACGTACATGG-3’

Programa qPCR

Segmento 1, 1 ciclo

Hot Start

502C por 2 min

952C por 10 min

Segmento 2, 40 ciclos

Amplificacién

959Cpor 15 s

582C por 1 min

722C por 1 min

Segmento 3, 1 ciclo

Curva de Disociacion

952C por 1 min

552Cpor 30s

95°C por 30s

Tabla 2. Programa de qPCR utilizado para determinar cantidad relativa de transcrito de la
nucleoproteina N de hMPV en muestras de pulmén.
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3.15 Analisis por FACS de infiltracién de Neutréfilos y DCs

Para determinar nivel de infiltracién de neutrdfilos y células dendriticas en los pulmones
de los ratones inmunizados, éstos fueron extraidos y homogeneizados usando un cedazo de 70
um de tamario de poro con PBS a 5mM de EDTA. Posteriormente se realizé una lisis de eritrocitos
utilizando tampon de lisis ACK. Luego se lavd dos veces con PBS estéril. A continuacién se
resuspendieron 10° células por cada ratén en 100ulL de PBS 1X y se marcaron durante una hora
con 0,2 pL de anti-CD11b FITC, 0,2uL de anti-Grl (Ly-6G) APC y 0,2uL de anti-CD11c PE. La
adquisicién y el anélisis de datos se realizd en un citdémetro FACS VERSE utilizando el software

FCAP Array version 3.0, ambos de BD Biosciences.

3.16 Procesamiento de muestras de bazo y cultivo de esplenocitos

Con el objetivo de obtener cultivos de esplenocitos provenientes de los ratones
inmunizados y de los grupos control se extrajeron los bazos de todos los ratones y se perfundieron
con 10 mL de PBS 1X hasta obtener una suspensidn celular. Las células se centrifugaron a 300 x g
durante 6 minutos a 4°C, luego se re suspendieron en solucién de lisis ACK. Posteriormente para
extraer el tampon de lisis ACK se hizo un lavado final con PBS 1X y una centrifugacion en las
mismas condiciones anteriores. Luego, las células se re suspendieron en 3 mL de medio RPMI 1640
suplementado (5% de suero fetal bovino inactivado por calor, 1 mM de penicilina/estreptomicina,
piruvato de sodio 1 mM, aminodcidos no esenciales 1 mM, 2-mercaptoetanol 50 uM, HEPES

10mM y L-glutamina 2 mM).

Luego se procedid al conteo de células. Se tomaron 10 pL de la suspension celular anterior y se
mezclaron con 10 pL de azul de tripan (dilucidn 1:2). Se tomaron 10 pL de la solucidn resultante y
se observaron las células en un microscopio éptico con un aumento de 20X en una cdmara de
Neubauer. Para cuantificar la concentracién de células se utilizé la férmula:
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Células/mL = n2 de células contadas x 1000 pL/mL

Area conteo x profundidad x dilucién

Células/mL = n2 de células contadas x 1000 pL/mL

1 mm?x0,1 mmx1/2

Células/mL = n2 de células contadas x 10 x 2 x 1000

Luego los esplenocitos se sembraron en placas de 24 pocillos a 10° células por pocillo y se
estimularon con 10 ug/mL de proteina recombinante N de hMPV. Las células se cultivaron durante
3 dias a 37°C y 5% de CO,. Al dia 3 de cultivo se recuperaron los sobrenadantes y se midié la
concentracién de IFN-y, IL-4, IL-10 e IL17A secretadas al medio utilizando el sistema comercial BD

OptEIA de ELISA sdndwich.

3.17 Cuantificacion de citoquinas por sandwich de ELISA

Para la determinaciéon de interleuquinas secretadas al medio de cultivo por los
esplenocitos se utilizé el método de ELISA sdandwich. Primero la placa contenida en el sistema
comercial de ELISA se activo con el anticuerpo de captura diluido 1:500 con PBS 1X toda la noche
a4°Ca un volumen de 50 pL por pocillo. Luego las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0,1%
y se realizé un lavado adicional con PBS libre de detergente. Posteriormente se procedid al
blogueo de la placa con PBS-BSA 1% y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Las placas
nuevamente se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0,1% y un lavado con PBS libre de detergente. Se
prepard una curva estandar de cuantificacién cuyos valores limites dependieron de la citoquina
en particular (Entre 2000 pg/mLy 15 pg/mL para IL-4 e IL-10, entre 4000 pg/mL y 30 pg/mL para
IFN-y y entre 2 pug/mL y 0,5 pug/mL para IL-17). Luego se agregaron 100 uL de la muestra a
cuantificar en distintas diluciones con el objetivo de obtener valores interpolables entre los limites

de la curva estandar de cuantificacion. Se hizo una dilucién 1:5, 1:10, 1:20,1:40, 1:50 y sin diluir.
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Tanto las muestras diluidas como la curva estandar se incubaron 1 hora a temperatura ambiente.
Luego, después de eliminar el contenido de los pocillos las placas se lavaron 3 veces con PBS-
Tween 0,1% y un lavado con PBS 1X libre de detergente. Luego se agregaron 50 uL del anticuerpo
biotinilado anti-interleuquina en PBS-BSA al 1% diluido 1:2500 y se incubd por 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se elimind el contenido de los pocillos y las placas se lavaron 3 veces
con PBS-Tween 0,1% y un lavado con PBS 1X libre de detergente. Se agregaron 50 L de
estreptavidina-HRP a cada pocillo a una concentracién de 7,5 x 10° mg/mL y se incubé durante 1
hora a 4°C. Luego se reveld con 50 pL de una solucion 1:1 de perdxido y MTB, se esperd 3 minutos
y se detuvo la reaccidn con 50 pL de acido sulfurico 2M. Finalmente se midio la absorbancia a 450

nm en un lector de ELISA.

3.18 Extraccién y preparacion de sueros de ratones inmunizados

Se tomaron muestras de sangre antes de inmunizar (suero pre-inmune), antes del desafio
(suero pre-desafio) y al momento del sacrificio (suero post-desafio). Se extrajo la muestra de
sangre desde el seno retro-orbital con capilares de 75 mm de largo y se extrajo una cantidad
aproximada de 180 plL de sangre cada vez. Los ratones fueron anestesiados con ketamina/xilazina
(100 (mg/Kg)/5 (mg/Kg), antes de extraer la sangre. La sangre obtenida se incubd 30 minutos a

37°C, posteriormente se centrifugd a 4000 x g durante dos minutos.
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3.19 Determinaciéon de cantidades relativas de inmunoglobulina y
caracterizacion de subclases 1gG1 e IgG2A en suero

Para la cuantificacion de anticuerpos 1gG especificos para la proteina N de hMPV se utilizé
el sistema comercial Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit. Primero se activé una placa de ELISA
durante toda la noche a 4°C con 1 pg de nucleoproteina N viral por pocillo en un volumen de 100
uL. Luego las placas se lavaron dos veces con PBS-Tween al 0,05% y se bloquearon con 200 plL
PBS-BSA al 1% durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente las placas se lavaron
con PBS-Tween al 0,05%. Diluciones seriadas de suero se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente en un volumen final de 100 pL. Se incubd el control positivo con el
anticuerpo monoclonal anti-His tag (Genescript). El control negativo se incubd con PBS. Después
las placas se lavaron dos veces con PBS-Tween al 0,05% y una tercera vez con PBS 1X libre de
detergente. Luego se agregd el anticuerpo secundario anti-mouse IgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina contenido en el sistema comercial a una dilucién final de 1:1000 en PBS-BSA al
1% vy se incubdndose durante una hora a 4°C. Finalmente, después de un ultimo lavado se reveld
la placa con 100 pL de solucién de p-nitrofenilfosfato (pnPP) durante 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. La reaccién se detuvo después de 30 minutos con 50 uL de NaOH3 My

se midid absorbancia a 405 nm de longitud de onda.

Para la cuantificacidon de las subclases de 1gG1 e 1gG2A se utilizo el sistema comercial
immunoglobulin Isotyping ELISA kit. Se activaron placas de ELISA con 1 pg de proteina
recombinante N de hMPV en un volumen de 100 pL por pocillo a 4°C durante toda la noche. Luego
la placa se lavo 3 veces con solucidn de lavado y se agregaron 50 pL de suero por pocillo
incubdndose una hora a temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron las placas con solucién
de lavado, se agregd 50 uL de anticuerpo anti-IgG1 o anti-IgG2A a una dilucion 1:5 y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se lavaron las placas por ultima vez con PBS 1Xy

se agregaron 100 pL de anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa a una dilucion de 1:200 y se
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incubd a temperatura ambiente. Por ultimo, se afiadieron 100 pL de sustrato peroxidasa a cada
pocillo, se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se midié absorbancia

a 450 nm.

3.20 Determinacion de capacidad seroneutralizante de sueros inmunes
sin desafiar e inmunes y desafiados con el virus hMPV

Para determinar la capacidad seroneutralizante de los sueros obtenidos desde los ratones
inmunizados y los ratones inmunizados y desafiados con el virus se infectaron células LLC-MK2
con indculos virales incubados previamente con los sueros a estudiar. En resumen, primero se
tomaron inéculos de un virus hMPV transgénico que expresa GFP (hMPV-GFP) y se mezclaron con
los distintos sueros provenientes de los distintos grupos de ratones inmunizados o tratados en
una dilucién 1:50 en medio de cultivo Optimem libre de suero. Luego se incubaron durante una
hora a 37°Cy 5% CO.. Luego se utilizaron los inéculos para infectar células LLC-MK2 a un 90% de
confluencia y a una MOI de 1. Se dejé absorber el inéculo viral durante una hora y se cambio el
medio a RPMI. Luego de 24 horas se midio la expresion de GFP en las células LLC-MK2 infectadas

mediante citometria de flujo.
3.21 Anélisis estadisticos

Para determinar diferencias significativas entre los grupos experimentales se realizaron tests
ANOVA de una via y la correccién de Bonferroni utilizando el programa GraphPad version 6.0

(GraphPad software, Inc, San Diego, CA).
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IV. Resultados

4.1 La inmunizacion con la proteina recombinante N de hMPV mas
AbISCO-100 protege contra la pérdida de peso en una infeccion posterior
con hMPV

Diversos estudios han establecido que los ratones que se infectan con hMPV y desarrollan
enfermedad respiratoria experimentan una baja de peso. Se ha determinado que ésta variable
estd asociada con la magnitud de la patologia inducida por la infeccién[44].En ésta tesis con el
objetivo de evaluar éste pardmetro asociado al nivel de enfermedad respiratoria se procedié a
medir diariamente el peso de todos los animales después de la infeccién. En los grupos PBS 1X,
PBS 1X/AbISCO y UV-hMPV se midié una pérdida de peso estadisticamente significativa. Sin
embargo se encontrd que la pérdida de peso en el grupo hMPV-N/AbISCO comparada con la del
grupo PBS 1X o UV-hMPV es significativamente menor. Incluso al quinto dia el peso del grupo N-
hMPV/AbISCO iguald al peso del grupo Naive (Figura 4). Un efecto similar pero menor se observa
en la evolucién del peso del grupo inmunizado solamente con la nucleoproteina N. Ademds no se
observé disminucidn de peso en el grupo Naive tratado intranasalmente con sobrenadante no
infeccioso. Todas estas mediciones sugieren que los ratones vacunados del grupo hMPV-

N/AbISCO no desarrollan patologia después de la infeccidn.
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Figura 7. Los ratones vacunados con la nucleoproteina N mas el adyuvante AbISCO-100 pierden
en promedio menos peso al ser infectados con hMPV y recuperan el mismo peso promedio que
los ratones control Naive al quinto dia post-infeccion. Al ser infectados con el virus los ratones
previamente vacunados con la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100(morado) pierden
menos peso durante la evolucion de la enfermedad y recuperan el mismo peso que los ratones
Naive(negro) al quinto dia post-infeccion. Por otro lado los ratones tratados con PBS(azul), PBS
mas AbISCO-100 (rojo) y los inmunizados con hMPV inactivado por UV (naranjo) experimentan
una baja en su peso al ser infectados con hMPV y no logran recuperar el mismo peso que el grupo
Naive al quinto dia post-infeccion. Esto sugiere que los ratones vacunados con el prototipo de
vacuna ensayado en esta tesis sufren de una patologia leve y transiente si lo comparamos con los
ratones no vacunados e infectados.
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4.2 La inmunizacién con la proteina recombinante N de hMPV mas
AbISCO-100 disminuye la carga viral frente a una infeccién posterior con
hMPV

El hMPV infecta a las células epiteliales respiratorias y replica en ellas con alta eficiencia en
los primeros dias post-infeccion[79] . Una forma de evaluar la capacidad del hospedero de
protegerse contra la infeccion y contra la enfermedad respiratoria producida después de la
infeccion es determinar la carga viral en las células blanco del virus. Para éste propdsito se
procedié a homogenizar los pulmones de los ratones evaluados y realizar extraccion de RNA y
sintesis de cDNA con el fin de cuantificar mediante RT-qPCR la presencia de transcrito de la

nucleoproteina N de hMPV.

Como resultado se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la cantidad
promedio de transcrito del gen de la nucleoproteina N siendo mucho menor en el grupo Naive y
en el grupo vacunado con la nucleoproteina N de hMPV mds AbISCO-100 comparado con los otros
grupos experimentales (figura 5). Esto significa que la vacunacion con la nucleoproteina N de
hMPV mas AbISCO-100 permite frente a una infeccion con hMPV una disminucidn significativa de
la actividad transcripcional del gen de la nucleoproteina N de hMPV sobre sus células blanco. Este
gen forma parte de un complejo proteico que empaqueta el genoma replicado de hMPV. Por lo
tanto es vital para el desarrollo del ciclo viral[33, 34]. En conclusidon es posible asumir que la
vacunacién produce una disminucidn significativa de ciclo viral activo en el hospedero. Las

posibles razones de esta disminucion se discutirdan mas adelante.
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Figura 8.La carga viral disminuye en los ratones vacunados con la proteina N de hMPV mas
AbISCO-100 luego de una infeccion con hMPV. Al sexto dia post-infeccion el nivel de
expresion del transcrito de la nucleoproteina N en el pulmdn de los ratones vacunados no
difiere significativamente del grupo control Naive sin infectar. Por otro lado en los demas

grupos los niveles de transcrito de la nucleoproteina N de hMPV son significativamente mas
altos. Por tanto es posible concluir que la vacunacién con la nucleoproteina N de hMPV mas
AbISCO-100 induce una disminucién de la carga viral en los pulmones de los ratones
vacunados. El analisis estadistico corresponde a un ANOVA de una via y un anélisis a
posteriori de Bonferroni para comparaciones multiples. (*** = estadisticamente
significativo, n.s. = no significativo)
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4.3 La vacunacién con la proteina N de hMPV méas AbISCO-100 induce
al quinto dia post-infeccién una disminucion en la infiltracion de
neutrdéfilos en el pulmoén después del desafio con el virus

Dentro de los pardametros mds importantes en la patogénesis celular producida por la
infeccion con hMPV se encuentra la infiltracion con células inflamatorias principalmente
granulocitos[80]. Con el objeto de evaluar el nivel de inflamacidn presente en el pulmén de los
distintos ratones de los distintos grupos experimentales se procedié a la disgregacion de los
pulmones en sus componentes celulares y posteriormente al marcaje de CD11b y GR-1 con
anticuerpos de citometria. Al analizar las células provenientes de los pulmones de los ratones de
los distintos grupos experimentales, se encontrd que la cantidad de granulocitos en el grupo Naive
no tiene diferencias significativas con respecto al grupo inmunizado con la nucleoproteina N de
hMPV mas AbISCO, es decir la vacuna induce infiltracién de granulocitos de nivel fisioldgico al
quinto dia post-infeccidn, protegiendo al pulmén de la accidn deletérea de estas células sobre el
tejido. Por otro lado si se compara el grupo tratado con PBS 1X con respecto al grupo inmunizado
con la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100, se encuentra que hay una magnitud
significativamente mayor de infiltracion granulocitos en pulmén. Por lo tanto la vacunacion con
la nucleoproteina N de hMPV mdas AbISCO-100, previene la infiltracién de granulocitos frente a

una infeccién con hMPV al quinto dia post-infeccion. (Figura 9)
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Figura 9, Disminucién de la infiltracion de neutréfilos en el grupo vacunado. Después de la \ Con formato: Fuente: Negrita

infeccion con hMPV se observa una disminucion de infiltracidn de granulocitos en los ratones ‘ Con formato: Fuente: Negrita

vacunados con la nucleoproteina N mas el adyuvante AbISCO-100. Por otro lado se observa
que en el grupo vacunado la magnitud de infiltracion de granulocitos es igual a la del grupo
Naive no infectado.
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4.4 En tejido pulmonar el prototipo de vacuna disminuye la infiltracion
de la subpoblacidn de células dendriticas CD11b*/CD11c* e incrementa
la infiltracion de células dendriticas CD11b/CD11c*

Con el fin de evaluar en los distintos grupos experimentales el fenotipo mayoritario
presente de células dendriticas en el pulmdn de los ratones después de la infeccion, se realizé
un marcaje con anticuerpos de citometria. Esta medicidn se hizo puesto que las células
dendriticas no solamente tienen una funcidn en la presentacion antigénica a las células T, sino
también participan en la regulacién de la respuesta inflamatoria. En particular, se ha descrito
que en pulmon las células dendriticas CD11b"y CD11c* inducen una respuesta anti-inflamatoria
que contribuye al mantenimiento de la homeostasis tisular[81], a diferencia de las células

dendriticas CD11b* /CD11c* que promueven la respuesta inflamatoria y dafio en el tejido[82].

Como resultado al determinar por citometria las poblaciones de células dendriticas
infiltradas en el pulmdn de los ratones analizados en esta tesis, se encontrd que la poblacidn de
células dendriticas CD11b//CD11c* estan presentes en mayor cantidad en el grupo vacunado con
la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100 en comparacion al grupo infectado tratado con
PBS 1X (Figura 10), lo que tendria un efecto protector contra la patologia pulmonar. También se
observa que esta infiltracion es mayor con respecto al grupo Naive. Por lo tanto, la vacuna
compuesta con la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100 induce infiltracion de células
dendriticas con funcién anti-inflamatoria ante el desafio con el virus. Distinto es el caso de las
células dendriticas infiltradas en los demas grupos evaluados, dado que ninguno de ellos mostré
alta infiltracion de células dendriticas CD11b7/CD11c". Sin embargo si mostraron alta infiltracion
de células dendriticas CD11b*/CD11c*, fenotipo asociado a la exacerbacidn de la inflamacién. En
conclusion, la vacuna compuesta por la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100 induce
infiltracion de células dendriticas que podrian proteger al animal del dafio por exacerbacion de

la respuesta inflamatoria (Figura 10).
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Figura 10. Fenotipo de células dendriticas CD11b"/CD11c* infiltradas en los pulmones del grupo
vacunado. La vacunacion con la proteina N de hMPV mas el adyuvante AbISCO induce en el
pulmén un aumento de infiltracion promedio del fenotipo de célula dendritica CD11b7/CD11c*y
una disminucién en la infiltracion del fenotipo proinflamatorio CD11b*/CD11c* ante una
infeccién posterior con hMPV (Izquierda). Por otro lado la vacunacidon con la proteina N de
hMPV mas el adyuvante AbISCO induce en el pulmdén una disminucién del fenotipo
proinflamatorio CD11b*/CD11c* (Derecha). Mientras tanto la situacion inversa se produce en
el grupo no vacunado PBS 1X en ambas graficas.
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4.5 La vacuna induce un incremento de los niveles de 1gG en suero con
una tendencia hacia el isotipo IgG2A.

Con el fin de caracterizar la respuesta humoral inducida por la vacuna ensayada en esta tesis
se realizd un ensayo de cuantificacion de isotipo 1gG presente en el suero de los animales
evaluados. Se decidié determinar el nivel en sangre de este isotipo puesto que su presencia esta
asociada a la respuesta inmune adaptativa humoral secundaria después de que se ha producido
maduracién o cambio de isotipo. Esto para evaluar la capacidad del prototipo de vacuna de
desencadenar la secrecidn de anticuerpos que participan en una respuesta profilactica -humoral
protectora. Como resultado al analizar los sueros de los ratones de los distintos grupos, se
observo que en el grupo inmunizado con la nucleoproteina N de hMPV mds AbISCO-100 existe
un aumento de la cantidad de inmunoglobulina G especifica para la nucleoproteina N de hMPV.
Por lo tanto la vacuna es capaz de inducir una respuesta humoral contra la proteina N
significativamente mayor que en el resto de los grupos evaluados (Figura 10). Adicionalmente
se midio la presencia del isotipo 1gG 2A con capacidad de participar en respuesta antivirales de
perfil Th1, un perfil de respuesta especializado en el combate antiviral. Al analizar la cantidad de
isotipo de 1gG se vio que en el grupo vacunado el isotipo IgG2A estd en mayor cantidad con

respecto al resto de los grupos de ratones analizados- (Figura 11).
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Figura 11. Los ratones vacunados con la nucleoproteina N mas AbISCO-100 contienen una
mayor cantidad de isotipo IgG subtipo IgG2A en suero con respecto a los ratones no

vacunados.
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4.6 La vacuna induce un aumento de secrecion de INF-y, IL-10 e 1L-17
desde esplenocitos en cultivo provenientes de ratones vacunados y
desafiados mostrando un perfil de respuesta T ayudadora hibrida tipo
Th1/Thl7 ante la estimulacion con la proteina N de hMPV.

Para evaluar el perfil de respuesta T que induce la vacuna se midié la concentracion de
citoquinas en los sobrenadantes de los esplenocitos en cultivo correspondientes a los ratones
de los distintos grupos experimentales. Esta medicion se justifica en la medida que se ha
demostrado que la respuesta inmune adaptativa que despliega el linfocito T ayudador se
caracteriza por perfiles de respuesta Th que inducen distintos componentes inmunes adaptados
a patdgenos con caracteristicas especificas. En el caso de la respuesta inmune antiviral se ha
demostrado que la mejor respuesta de linfocito T ayudador corresponde a la Th1l. Este perfil de
respuesta se puede estudiar estimulando a esplenocitos provenientes del animal con el antigeno
de interés y posteriormente analizando la concentracidn de citoquinas secretadas por estos
esplenocitos. Se ha determinado que la respuesta Th1 se caracteriza por una alta concentracion
de IFN-y, por otro lado como se explicé en la introduccion, la enfermedad respiratoria producida
ante una infeccion por hMPV produce un perfil de respuesta tipo Th2 que se caracteriza
principalmente por mostrar altas concentraciones de IL-4 por parte de los linfocitos T
ayudadores previamente sensibilizados con el antigeno. Como resultado, al cuantificar el perfil
de citoquinas secretado por esplenocitos en cultivo y estimulados con la nucleoproteina N de
hMPV (Figura 13) se encontrd una concentracion significativamente superior de INF-y, de IL-10
e IL-17A en el sobrenadante del cultivo de esplenocitos proveniente de los ratones vacunados
con la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100 en comparacion con el resto de los grupos
experimentales. No se encontraron niveles de IL-4 significativamente superiores a los del grupo
Naive en los sobrenadantes provenientes del cultivo de esplenocitos extraidos desde los ratones
vacunados con la proteina N de hMPV mas el adyuvante AbISCO. Por otro lado, se encontré un

aumento significativo de IL-4 en los sobrenadantes provenientes del cultivo de esplenocitos
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extraidos desde los ratones tratados con virus UV y desafiados con el virus hMPV y en el cultivo
de esplenocitos proveniente del grupo PBS-1X, perfil de respuesta asociado a la patologia
inducida por la infeccién con hMPV. En conclusion la vacuna logré producir una respuesta
inmune especifica contra el antigeno que contiene en su formulacién y esta respuesta

corresponde a la de un perfil hibrido Th1/Th17 (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de citoquinas Th1/Th17 secretadas al medio de cultivo por esplenocitos en el
grupo vacunado. El cultivo de esplenocitos del grupo vacunado al ser estimulado con la proteina
N de hMPV muestra una alta secrecién de INF-y e IL-17 lo que define un perfil de respuesta T
tipo Th1/Th17. También se observa una alta secreciéon de IL-10. Por otro lado el perfil de
respuesta medido en el grupo PBS 1X muestra un perfil Th2 al mostrar una importante magnitud
de secrecién de IL-4 y una magnitud significativamente menor de secrecion de INF-y e IL-17 en
comparacién con el grupo vacunado.
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4.7 La vacuna no induce la produccion de anticuerpos neutralizantes
contra el virus que permitan evitar la infeccidn. La infeccion por si
misma induce la produccion de anticuerpos neutralizantes contra
hMPV en todos los grupos

Con el fin de determinar la capacidad de los anticuerpos provenientes de los sueros de los
distintos grupos experimentales, se hizo un ensayo de inhibicién de infeccion que consiste en
incubar los indculos virales con suero extraido a los ratones vacunados o vacunados e infectados,
y posteriormente el ensayo de estas preparaciones de indculo viral mas suero sobre células LLC-
MK2 permisivas a la infeccion. La deteccion del virus sobre las células es posible gracias a la
expresion de proteina fluorescente verde proveniente del virus por parte de las células
infectadas. Al analizar la capacidad neutralizante de los sueros provenientes de los distintos
grupos experimentales no se encontré capacidad neutralizante contra la infeccion viral por parte
de ninguno de los sueros obtenidos de cualquiera de los grupos experimentales de ratones
previo a la infeccion. Posterior a la infeccion si se observé capacidad neutralizante por parte de
todos los sueros. La intensidad de fluorescencia media (MFI) y el porcentaje de células infectadas
fue estadisticamente similar por lo tanto todas las células se infectaron con aproximadamente
la misma cantidad de virus y en el mismo porcentaje(Figura 13). En conclusién la vacuna
compuesta por la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO-100 no induce por si misma una
respuesta humoral neutralizante de particulas virales que pueda evitar la infeccion mediante
este mecanismo. Aun asi es posible que los anticuerpos inducidos por la vacuna puedan proteger
al animal en etapas resolutivas de la enfermedad, por ejemplo mediante ADCC o fijacién del
complemento de células infectadas. Tales mecanismos de proteccién requieren nuevos

experimentos que evallen esta hipotesis.
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Figura 13. La vacunacién con la nucleoproteina N de hMPV mas el adyuvante AbISCO no induce
produccion de anticuerpos neutralizantes. Los sueros obtenidos de los ratones del grupo
vacunado no neutralizaron la infeccion de las células LLC-MK2 por hMPV al igual que los sueros
provenientes del resto de los animales en experimentacién. Ningln grupo logro el porcentaje
de neutralizacién del control positivo de neutralizacidn utilizado (suero de conejo). Por otro lado
todos los ratones desarrollaron anticuerpos neutralizantes al ser desafiados con el virus hMPV.
Por lo tanto la vacuna compuesta por la nucleoproteina N de hMPV mas el adyuvante AbISCO
no induce ninguna variacién en la induccion de anticuerpos neutralizantes contra la infeccion.
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V. Discusién

El Metapneumovirus humano es actualmente un importante problema de salud publica
a nivel mundial [83], por lo tanto el desarrollo de una vacuna contra este virus es urgente. En
este estudio evaluamos la capacidad de proteinas virales purificadas del virus metapneumovirus
solas o combinadas con un adyuvante AbISCO-100 con el propdsito de estudiar si este tipo de
formulacién es capaz de conferir inmunidad protectora contra un desafio con este patégeno en
modelo murino. Para medir la efectividad de la vacuna ensayada y la robustez del modelo
animal se evaluaron multiples parametros de patogénesis de la enfermedad descritos
anteriormente en la literatura[44] y se compararon con los datos obtenidos. Se observé que la
vacunacion intraperitoneal con proteina N de hMPV mds AbISCO-100 reduce significativamente
la pérdida de peso de este grupo comparado al resto de los grupos desafiados. Al dia 5 los
ratones inmunizados con la vacuna ensayada equiparan su peso con respecto al grupo control
sin desafiar (grupo Naive), por lo tanto el prototipo de vacuna ensayado protegio a los animales
contra la pérdida de peso. Adicionalmente se sabe que al sexto dia post-infeccidn la infiltracion
de granulocitos llega a constituir el 25% del total de células los pulmones[84]. Se obtuvieron
resultados similares en la citometria de flujo con aproximadamente un 25% de infiltracién de
granulocitos en el grupo desafiado sin inmunizar, mientras que la infiltracién de granulocitos en
el grupo inmunizado con la nucleoproteina N de hMPV mas AbISCO se produjo una disminucion
de infiltracion bajo el 10%, por consiguiente la vacuna ensayada protege contra la infiltracion
excesiva de éstas células inflamatorias protegiendo al pulmén de dafio inflamatorio. Por otro
lado, la determinacién de infiltraciéon de subpoblaciones de células dendriticas de fenotipo
CD11b7/CD11c* y fenotipo CD11b*/CD11c* en el pulmén al sexto dia p.i. es importante, ya que
éstas subpoblaciones de células dendriticas tienen distintas propiedades inmunes. Las células
dendriticas derivadas de monocitos de fenotipo CD11b*/CD11c* actian en procesos

inflamatorios, tienen capacidad microbicida y son capaces de modular la produccién de
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inmunoglobulinas por parte de las células B. Estan asociadas a respuestas tipo Th2[85], la cual
es una respuesta T efectora inmunopatoldgica e ineficiente en la respuesta inmune la infeccion
por hMPV. Los resultados muestran que en el grupo sin inmunizar la infeccion promueve en el
pulmén la infiltracién de células dendriticas inflamatorias CD11b*/CD11c* dato obtenido
anteriormente en otras investigaciones, mientras que en el grupo vacuna se inhibe la infiltracion
de esta subpoblacion al desafiar con hMPV. De acuerdo a los resultados al momento de
enfrentar la infeccién por hMPV en el grupo vacuna infiltra en el pulmén principalmente la
subpoblacion de células dendriticas CD11b/CD11c*. Esto respalda la idea de que la vacuna es
capaz de inducir al momento del desafio con hMPV la infiltracién de una subpoblacién de células
dendriticas capaces de proteger contra la enfermedad inducida por la infeccidn con hMPV. Esta
capacidad funcional de las células dendriticas CD11b"/CD11c" infiltradas en los pulmones del
grupo inmunizado y desafiado con el virus se puede relacionar con los resultados de citoquinas
secretadas por esplenocitos en cultivo de los diferentes grupos experimentales. Los resultados
muestran que en el grupo inmunizado se observa una secrecion significativamente mayor de
INF-y e IL-10 y una baja secrecién de IL-4, una citoquina capaz de desencadenar la respuesta Th2
en la célula T CD4". El patrén de secrecion INF-y mas IL-10 ha sido mostrado antes en literatura
durante la infeccion con otro virus respiratorio como es la influenza[86]. En este trabajo previo
se ha mostrado que la secrecidn de INF-y junto con IL-10 por parte de linfocitos CD4* y CD8* esta
asociada a una respuesta inmunoldgica protectora Th1l que combate al virus y al mismo tiempo
se autorregula para no producir una respuesta inmunolégica exacerbada que podria contribuir
a la enfermedad mediante la secrecion de IL-10. Esta idea ha sido reforzada por trabajos
recientes que describen la funcién de feedback auto regulatorio ejercido por IL-10 que sirve
como sefial de restriccion de la respuestas Th1l y Th2 exacerbadas[87]. En nuestros resultados
observamos que el perfil de citoquinas IFN-y/IL-10 es inducido por la vacuna, lo que sugiere que
se estaria induciendo un perfil de citoquinas protector que podria estar secretado por células T

CD4* Th1l o células T citotoxicas secretoras de INF-y e IL-10. Adicionalmente se obtuvo un alto
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nivel de secrecién de IL-17A en el grupo vacunado, lo que podria indicar un rol protector
importante por parte de las células Thl7, en otros estudios de respuesta inmune contra
Mycobacterium tuberculosis se ha reportado que la infiltracion inicial de células Th17 es
condicién necesaria para la posterior infiltracion de células Th1 [88]. Para probar ésta hipdtesis
hace falta estudiar de forma mds especifica a las células T en los ratones vacunados. Por otro
lado se ha mostrado en la literatura que la respuesta humoral inducida por la infeccidn es débil
en modelo murino, y que la infeccidn puede persistir incluso cuando se logra inducir la
produccién de anticuerpos neutralizantes[79]. Por lo tanto, aunque en los resultados en esta
tesis también se muestra que la infeccidn induce la produccidn de anticuerpos neutralizantes
después de la infeccion primaria, éstos no serian eficientes para proteger contra el desarrollo
de la enfermedad, por lo tanto seria necesaria la respuesta eficiente de células T. Por otro lado
se ha mostrado en literatura que la transferencia pasiva de anticuerpos permite disminuir el
titulo viral[43], esto sugiere que aunque los anticuerpos neutralizantes no son completamente
protectores, si son un componente importante de la respuesta inmune protectora. En este
sentido los resultados muestran que la vacuna induce una respuesta humoral de isotipo IgG2A,
el cual estd asociado a la respuesta inmunoldgica tipo Thl. El isotipo IgG2A es un potente
mediador de la fijacién del complemento[89], con capacidad de neutralizar virus[90] y con
capacidad de facilitar la citotoxicidad dependiente de anticuerpos[91]. Este ultimo mecanismo
efector podria estar ayudando a la resolucién de la enfermedad en el grupo de ratones
inmunizados con ISCOMATRIX mas la nucleoproteina N de hMPV. Puesto que los resultados
muestran que la vacuna no induce anticuerpos neutralizantes que permitan prevenir la infeccién
de células LLC-MK2 por parte de hMPV, es posible argumentar que la vacuna testeada induce la
produccién anticuerpos contra una proteina viral que no estd expuesta en la particula viral. Sin
embargo, es posible que el anticuerpo pueda proteger al animal mediante otros mecanismos
efectores dependientes de anticuerpo como ADCC o fijacién del complemento que permitan

eliminar células infectadas. En resumen, la vacuna testeada induce proteccidn inmune contra la
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enfermedad producida por el virus hMPV y no produce anticuerpos neutralizantes por si misma.
Por lo tanto los resultados sugieren fuertemente que el mecanismo de proteccion inmune es
dependiente de células del sistema inmune innato y adaptativo que responderian a un tipo de
respuesta eventualmente dirigido por células T especificas contra hMPV con una polarizaciéon

Th1/Th17.

V1. Conclusiones
e El prototipo de vacuna ensayada en esta tesis induce inmunidad protectora contra

la enfermedad producida por el Metapneumovirus humano.
e La respuesta inmune protectora tiene una polarizacion Th1/Th17 y su mecanismo

no depende de anticuerpos neutralizantes.
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