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Resumen: El alfaherpesvirus equino 1 (EHV-1)
produce enfermedad respiratoria, abortos, muerte
perinatal y desoérdenes neuroldgicos en miembros de
la familia Equidae. Las glicoproteinas de la
envoltura viral son los antigenos inmunodominantes
que generan respuesta inmune en animales infectados.
La infeccion natural y las vacunas disponibles
proporcionan proteccion parcial y de corta duracion
contra la reinfecciéon. En este trabajo se expreso6 la
glicoproteina C viral utilizando un baculovirus
recombinante y se analiz6 la capacidad de inducir
inmunidad protectora en ratones BALB/c al ser
desafiados con el virus. Se evaluaron diferentes rutas de
administracion y distintos adyuvantes. La glicoproteina C
indujo una respuesta IgG especifica en suero; sin
embargo, no logro evitar la entrada del virus al pulmén
ni la apariciéon de signos clinicos, los cuales fueron
variables entre los diferentes grupos de ratones. En todos
los grupos inmunizados se retrasé la entrada del virus al
pulmoén y, cuando se utilizaron adyuvantes, el titulo
viral fue significativamente menor que en el grupo
control, asi como en el grupo inmunizado por via
intranasal. Se concluye que la glicoproteina C producida
indujo proteccion parcial frente al desafio viral segtn el
adyuvanteylaviadeinmunizacion.

Palabras clave: alfaherpesvirus equino 1,
glicoproteina C, respuesta inmune, ratobn BALB/c.

Abstract: Equid alphaherpesvirus 1 (EHV-1) causes
respiratory disease, abortions, perinatal death and
neurological disordersin horses. Envelope glycoproteins
are the most immunodominant antigens in infected
animals. Natural infection and available vaccines
provide partial and short-term protection against
reinfection. In this study, EHV-1 glycoprotein C was
expressed with a recombinant baculovirus and the
ability to induce protective immunity in BALB/c mice
challenged with the virus was analyzed. Different routes
of administration and adjuvants were evaluated.
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Glycoprotein C induced a specific IgG response in serum.
However, it failed to prevent entry of the virus into the
lung or the appearance of clinical signs, which were
variable among different treatment groups. Entry of
the virus into the lung was delayed in all immunized
groups. The viral titer was significantly lower when
adjuvants were used, as well as in the intranasally
immunized groups compared to the control group.
Therefore, glycoprotein C induced partial protection
against the challenge with the virus, depending on the
adjuvantandtheroute of immunization.

Keywords: Equid alphaherpesvirus 1, glycoprotein C,
immune response, BALB/cmice.
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Fuentealba etal. Evaluacion de la gC recombinante de EHV-1 en ratones

Introduccion

El alfaherpesvirus equino 1 (EHV-1) produce infeccion respiratoria,
desérdenes neurologicos, abortos y sindrome neonatal en miembros de la
familia Equidae, lo que provoca un significativo impacto economico
negativo en la producciéon equina mundial. Debido a que la infeccion
respiratoria natural no induce una respuestainmune duradera, los animales
permanecen susceptibles a reinfecciones durante su vida (Allen & Bryans,
1986). La proteccion inmunologica de los caballos depende de la
cooperacion de la respuesta inmune humoral y celular especifica, y se
requiere de la presencia de anticuerpos (Ac) con actividad neutralizante
para bloquear las particulas virales infecciosas libres y de linfocitos T
citotoxicos para lisar las células infectadas (Wagner et al., 2015). La infeccion
con EHV-1 causa, inicialmente, una respuesta inmune local en el
epitelio nasofaringeo que constituye el sitio primario de replicacion,
seguida de una respuesta inmune sistémica y de tipo celular. Sin
embargo, la inmunidad protectora contra posteriores infecciones persiste
soloentre 3y 6 meses (Kydd et al., 2006). Lainmunidad de mucosa, local y
especifica inducida por EHV-1 es relevante debido a que podria prevenir
la entrada del virus a través de la membrana basal del epitelio
nasofaringeo y la induccién de viremia asociada a leucocitos
mononucleares (Kydd et al.,2006; Vandekerckhoveetal.,2010). Luego de
la infeccidn, el virus entra en estado de latencia en los linfocitos T CD8+y
en el ganglio del nervio trigémino. La reactivacion se produce cuando los
animales se encuentran en situaciones estresantes, tales como transporte,
medidas de manejo, tratamientos con corticoides o practicas deportivas
exigentes. Estas reactivaciones son generalmente silentes y la viremia que
contintia a las mismas puede conducir al virus hasta el ttero prefnado y
causar aborto, o al sistema nervioso central y producir sindrome
neuroldgico (Allen, 2006).

El efectivo control de la infecciébn se basa en la practica de la
vacunacién y en la implementacién de medidas de manejo adecuadas que
disminuyan el estrés y prevengan la reactivacion de virus latente y la
consecuente diseminacion. Actualmente se encuentran disponibles vacunas
atenuadas yvacunas inactivadas, aunque ninguna de ellas es capaz de prevenir
lainfeccion primaria ylareinfeccion. Sibien las vacunas atenuadas tienen el
riesgo de reversion de la virulencia de las cepas utilizadas en su
elaboracion, pueden proteger a los caballos contra la enfermedad clinica.
Sin embargo, no esta clara su eficacia en la prevencion de la viremia, el aborto
y el sindrome neurologico. Las vacunas inactivadas no evitan la infeccion; no
obstante, inducen la producciéon de Ac neutralizantes y reducen tanto la
cantidad de particulas virales infecciosas como el periodo de eliminacion viral
desdelanasofaringe (Kyddetal.,2006; Maetal.,2013; Minke et al.,2004).

Las glicoproteinas de la envoltura viral juegan un importante rol en
la infectividad y patogenicidad del virus y constituyen los blancos
principales del sistema inmune (Allen & Bryans, 1986), por lo que son
fuertes candidatas para el desarrollo de vacunas a subunidad efectivas. La
glicoproteina C (gC) esta involucrada en la union a la célula hospedadora y
contribuye significativamente en la penetracion eficaz del virus y en la
eficiente replicacion en células primarias equinas. Sin embargo, no es
imprescindible para el crecimiento del virus en cultivos celulares
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(Huemer et al., 1995; Osterrieder, 1999). Diferentes glicoproteinas han sido
producidas mediante técnicas de biologia molecular y evaluadas como
inmunogenos, tanto en ratones (Guo et al., 1990; Osterrieder et al., 1995;
Packiarajah et al., 1998; Ruitenberg et al., 1999; Tewari et al., 1994,1995;
Zhang et al., 1998) como en el hospedador natural (Foote et al., 2005,
2006). En dichos estudios se analizaron diferentes estrategias de vacunacion
para prevenir la infeccion, utilizando una sola glicoproteina o combinaciones
deellas, aunque enla mayoria delostrabajos se utilizaron glicoproteinas sin
purificar y vias parenterales de administracion (Weerasinghe et al., 2006).
Recientemente se estudio, en equinos, una proteina de fusién compuesta
porlagCde EHV-1ylallL-4,conel propo6sito dedesencadenarlacapacidad
natural de los basofilos neonatales para secretar IL-4. De esta manera se
evalu6 la activacion de células B y la produccion de Ac contra la gC, y se
determind que los animales desafiados con el virus obtuvieron protecciéon
parcial (Wagner et al., 2015). Por otro lado, en trabajos previos se observo
que al inmunizar ratones BALB/c por via intranasal (IN) con Ila
glicoproteina D (gD) se estimulé la produccion de IgA en el tracto
respiratorio y se indujo proteccion ante el desafio viral (Fuentealba et al.,
2019). Continuando con esta linea de investigaciones, el objetivo de este
trabajo fue expresar la gC de EHV-1, involucrada en la adsorcion viral a la
célula hospedadora, utilizando el sistema de baculovirus. Se evalud la
respuesta inmune inducida por esta gC recombinante en ratones BALB/c
inmunizados, utilizando diferentes vias de administracion y distintos
adyuvantes.

Materiales y métodos

Expresion de la glicoproteina C

Se trabajo con la cepa argentina AR8 de EHV-1, aislada en el ano 1996 a
partir del higado de un feto abortado proveniente de un establecimiento
ubicado en el partido de Magdalena (Provincia de Buenos Aires, Argentina).
La patogenicidad de esta cepa fue evaluada en el modelo raton BALB/c, porlo
que es utilizada como nuestra cepa de referencia en todos los estudios en los
quese utiliz6 en dicho modelo (Zanuzzi et al., 2014; 2016).

Para este trabajo se infectaron células RK13 (Rabbit kidney cells)
con multiplicidad de infeccion (MOI) de 1. Las células infectadas se
colectaron cuando se observo el efecto citopatico tipico de herpesvirus, sin
lisis completa. Se realizo la extraccion del ADN viral utilizando el equipo
comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI,
USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se cuantifico
mediante espectrofotometria (Smart specTM 3000, BIORAD) porlecturade
absorbanciaa260onm.

Se amplific6 mediante PCR un fragmento de 1212 pares de bases
correspondiente a la porcion codificante del gen de la gC, sin la
region transmembrana, adicionandole una cola de histidina en el
extremo N-terminal y los sitios de restriccion para Ncol y XmaJI. Se
utilizaron los siguientes oligonucleétidos:

gC-F (5" TACCATGGGCTCCAGCCAGAGTACGCC3 ")
gC-R (5 " ATCCTAGGCAAAACCGGCCTGTCCTCAA3 ")
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Lasreacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul, utilizando
2,5 ul de Taq buffer 10 X con KCl, 1,5 uM de MgCl2, 0,2 mM de cada dATP,
dCTP, dGTP y dTTP (Promega, Estados Unidos), 2,5 U de Taq DNA
polimerasa (Fermentas, Tecnolab, CABA, Argentina), 0,5 uM de cada
oligonucleotido (gC- F y gC-R), 14,5 ul de agua libre de nucleasas y 3 ul de
muestra. Se utiliz6 un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Netheler — Hinz GmbH, Hamburg) con el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94 °C, seguida de 25 ciclos de 30
segundos a 94 °C para la desnaturalizacion, 30 segundos a 58 °C para la
hibridacion, 9o segundos a 72 °C de extension y una extension final de 5
minutos a 72 °C. Para verificar la correcta amplificacion de la gC, se sembrd
el producto de PCR en un gel de agarosa (Biodynamics, CABA, Argentina) al 1
% en buffer Tris borato EDTA (TBE) 0,5X, el marcador de PM de 100 pb
(Promega)ysecorrida100Vdurante 60 minutos.

El producto obtenido fue purificado utilizando el kit Wizard SV Gel &
PCR Clean Up (Promega) y posteriormente clonado en el vector pCR2.1-
TOPO, utilizando el kit TOPO TA Cloning (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, Estados Unidos) y siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Luego fue digerido con las enzimas de restriccion
correspondientes a los sitios de restriccion agregados en los
oligonucleo6tidos. El fragmento obtenido fue insertado en el sitio de
clonado miiltiple del vector de transferencia pFastBacHTB entre los
sitios Ncol y Xbal, y fue utilizado para transformar bacterias E. coli
cepa DH10Bac (Invitrogen, CABA, Argentina). La utilizacion de esos
sitios de restriccion permiti6 que la gC quedara fusionada y en marco
con una cola de histidinas, y bajo el control del promotor de poliedrina
del virus de la poliedrosis nuclear multiple Autographa -califérnica
(AcMNPV). Se recuper6 el ADN bacmidico recombinante para gC y fue
utilizado para transfectar células de insecto Spodoptera frugiperda (Sf-21 0
Sf-9) (Gibco, Grand Island, NY, USA). Una vez obtenido el baculovirus
recombinante se utilizo para infectar células High Five (Invitrogen) con
una MOIde1DICCs0 %/célulayevaluarlaexpresion delagC. Se colectaron
los extractos de células infectadas a las 24, 48, 72 y 96 horas posinfeccion y se
analizaron en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (SDS-PAGE)
al 10 % y por inmunoblot, de acuerdo con los procedimientos estandar.

Una vez determinado el tiempo de mayor expresion de la gC
recombinante (gCr), se colectaron las células High Five previamente
infectadas con el baculovirus recombinante en frascos de cultivo de 75 cmz2, se
sometieron a 3 ciclos de lisis por congelado y descongelado, y la suspension
resultante fue clarificada mediante centrifugacion. Los 5 ml de
sobrenadante obtenido fueron utilizados para la purificacion de la gCr
utilizando el método de inmovilizacion por afinidad a iones metalicos
(IMAC), con resina NTA-Ni (Qiagen, Germantown, USA). La elusion se
realizd utilizando buffers de fosfatos (50 mM PO4H2Na, 500 mM NaCl) de
pH decreciente (pH 6, pH 5 y pH 4). La purificacién fue verificada
mediante electroforesis SDS-PAGE e inmunoblot.
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Disefio experimental con ratones

Los procedimientos experimentales que se llevaron a cabo en este trabajo
se realizaron de acuerdo con las normativas internacionales, y fueron
aprobados y supervisados por el Comité Institucional de Cuidados y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLP (Exp.600-004104/08-001. Res. 129/09). Se
utilizaron ratones BALB/c hembras de cinco semanas de edad, las que se
mantuvieron en un aislador con temperatura controlada de 22 °C, con
ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y con administraciéon de alimento y
agua ad libitum. Los animales se dividieron en ocho grupos de 10 ratones
cada uno (denominados grupos A hasta H) y, desde el grupo A hasta el G,
fueron anestesiados con isofluorano (Baxter Co., Deerfield, IL, USA) e
inmediatamente inmunizados con la gCr utilizando diferentes vias de
administracion. EnlosgruposA, CyEseutilizolaviaintraperitoneal (IP),en
losgrupos B, Dy Flavia subcutanea (SC),yen el grupo GlaviaIN. Ademas,
en los animales inmunizados por las vias IP y SC se utilizaron los adyuvantes
Specol (10 ratones por cada via) y Montanide (10 ratones por cada via),
segun se indica en la Tabla 1. El Montanide ISA 206 es un aceite mineral
que contiene ésteres del acido octadecenoico y anhidromanitol, cuya
formulacion es agua en aceite en agua (Barnett et al., 1996). Estas
emulsiones tienen una baja viscosidad y la habilidad de aumentar la
respuesta inmune a corto y largo plazo, y generalmente inducen inmunidad
humoral. El adyuvante Specol es una emulsion de aceite mineral suave del
tipo agua en aceite, que se puede utilizar para los Ag de baja
inmunogenicidad y se puede administrar con la misma eficacia porviaSCo
IP (Stills,2005).

Cadaratonrecibio,conunintervalode20odias,dosdosisde5ouldegCr(15
ug de proteina por dosis) en solucion tamponada de fosfatos (PBS). El grupo
control (grupoH)recibi6 PBSsolamenteporviaIN.

Tabla 1. Inoculacién de ratones BALB/c con la gC recombinante de alfaherpesvirus equino 1 (EHV-1)

Grupo Via de Adyuvante Desafio (cepa
inmunizacion ARS)
A P Specol X
B SC Specol X
C P Montanide X
D SC Montanide X
E IP NO X
F SC NO X
G IN NO X
H Grupo control sin inmunizar (recibio PBS) X

IP: intraperitoneal; SC: subcuténea; IN: intranasal. Todos los grupos fueron desafiados con ~10%3
DICC50%/50uldelacepaAR8de EHV-1.

Desafio viral y toma de muestras

Se tomaron pools de sangre de los animales de cada grupo, mediante puncién
de la vena maxilar, a los diez dias de cada inmunizacion y antes del desafio.
Cada pool secentrifugba 1000 g durante 15 minutosyluego seseparé el suero
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para ser usado en los ensayos de ELISA y neutralizacion viral (NV). A los 20
dias de la segunda inmunizacion los animales fueron anestesiados, como fue
descripto previamente, y desafiados por via IN con ~10%3DICC 50 % /50 pl
de la cepa AR8 de EHV-1. Luego del desafio viral se control6 diariamente la
aparicion de signos clinicos caracteristicos y se registro el peso corporal de
todos los animales. Entre los dias uno y cuatro posdesafio (pd), dos
animales por grupo fueron diariamente anestesiados y sangrados a blanco
sin heparina para obtener suero, y con heparina (20 UI/ml) para realizar
aislamiento viral (AV) (Galosi et al., 2004) y detecciébn de ADN viral
mediante PCR a partir del plasma rico en leucocitos. Los sueros se
utilizaron para determinar la presencia de Ac mediante ELISA y mediante
NV. Durante la necropsia se tomaron muestras del pulmoén izquierdo, las
que se procesaron y utilizaron para determinar la presencia de virus en
celulares, y del pulmon derecho para estudios histologicos. Se
mantuvieron dos ratones por grupo hasta los 9o dias de iniciado el plan
de inmunizacién, se control6 el peso corporal y se sangraron a los dias
60 y 90, cuando finaliz6 la experiencia.

Deteccion de anticuerpos

Las muestras de suero de todos los grupos fueron analizadas mediante
ELISA para la deteccion de IgG e IgA, utilizando un antigeno soluble
producido en células MDBK (Madin-Darby bovine kidney) infectadas
con EHV-1. El antigeno control se prepard con células MDBK sin infectar
(Fuentealba, 2012). Se determin¢ la dilucion 6ptima de uso de los sueros
y se utilizaron los Ac secundarios anti-IgG de ratén con peroxidasa y anti-
IgA de raton producido en cabra y conjugado con peroxidasa (Southern
Biotech, Birmingham, AL, Estados Unidos). Como solucion de sustrato se
utilizo ABTS (acido 2,2'-azino—bis—[3—etilbenzotiazolin—6—sulfénico]
(Sigma, Estados Unidos)) diluido en una mezcla constituida por 50 ml de
buffer citrato 0,1 M y 50 ml de fosfato de sodio 0,2 M, mas el agregado de
0,01 % de H,0.. Se realiz6 la lectura de los valores de densidad o6ptica
(DO) utilizando un filtro de 405 nm en un lector para microplacas
(Thermo Scientific Multiskan FC, Vantaa, Finlandia). El punto de corte
(0,250) fue determinado como el valor correspondiente al doble de la
lectura promedio de la DO de los sueros del grupo control H antes del
desafio viral (Crowther, 2009).

Para la NV los sueros fueron inactivados a 56 °C durante 30 minutos
y posteriormente diluidos en base dos (desde 1/2 a 1/512) en microplacas
(Greiner BIO-ONE, Carolina del Norte, Estados Unidos) e incubados
durante 1 hora con ~ 100 DICCs0% de EHV-1. Finalmente, se agregaron
células RK13 (3x10° células/ml), las que se incubaron bajo atmosfera
controlada de CO- hasta las 72 horas, momento en que se realiz6 la lectura
final. Cada suero se analiz6 por duplicado y el titulo neutralizante de cada
uno se expres6 como la inversa de la mayor dilucion que protegio del efecto
viralaunadelasdosunidadesdeprueba (Cunningham, 1971).
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Titulaciéndeinfectividady PCR

El pulmoén izquierdo de cada animal fue procesado de acuerdo con los
métodos estandar, homogeneizando con arena estéril y Medio Esencial
Minimo (MEM) y centrifugando a 8000 g durante 20 minutos. El
sobrenadante se inocul6 sobre monocapa de células RK13, en diluciones
seriadas en base diez realizadas en MEM. El titulo viral expresado en log
DICCs0 %/ml se calculé por observacion del efecto citopatico y se
cuantific6 aplicando el método de Reed y Muench a las 96 horas.

Parte de los homogenatos de pulmén y del plasma rico en
leucocitos fueron procesados para extraccion de ADN utilizando, en
ambos casos, el equipo comercial Wizard® Genomic DNA Purification. Por
ultimo, serealiz6 la deteccion mediante PCR.

Estudios histopatoldgicos y de inmunohistoquimica (IHQ)

Las muestras de pulmén derecho fueron fijadas en formol y procesadas
utilizando las técnicas de rutina para estudios histologicos. Se obtuvieron
cinco secciones de 3 um del pulméon de cada animal; algunas fueron
coloreadas con hematoxilina y eosina y otras utilizadas para IHQ para
detectar antigenos de EHV-1 siguiendo los protocolos previamente
descriptos (Zanuzzi et al., 2014). Brevemente, los antigenos virales
fueron detectados utilizando suero policlonal de conejo anti EHV-1 en
una dilucion de 1/1600 en PBS méas 0,1 % de seroalbtimina bovina, y el
Ac secundario anti-conejo EnVision®detection system + HRP
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, Estados Unidos). La reaccion se revelo
con el agregado de 3,3’diaminobenzidina (DAB) y se realiz6 una coloraciéon
nuclear de contraste con hematoxilina.

Analisis estadistico

Se analizaron los datos obtenidos de los pesos corporales de los animales,
los valores de DO obtenidos mediante ELISA y los titulos virales en
pulmon, mediante la prueba Shapiro-Wilk para verificar su distribucion
normal. Se utiliz6 ANOVA de una via, con medidas repetidas en el tiempo,
seguido por la prueba post hoc de Bonferroni para determinar posibles
diferencias entre grupos.

Resultados

Expresion de la glicoproteina C

Seobtuvounbaculovirusrecombinante paralaexpresiondelgendelagCsin
la region transmembrana. Los resultados del inmunoblot mostraron que
la gCr se expres6 en forma antigénica detectable desde las 48 horas
posinfeccion, con una concentracién maxima a las 96 horas posinfeccion.
Las células High Five infectadas con el baculovirus recombinante mostraron
un patréon de bandas similar en todas las muestras tomadas a diferentes
tiempos posinfeccion, observandose dos bandas de aproximadamente 60
kDay 55 kDa (Figura 1). Luego de la purificacion con NTA-Ni, también se
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verifico mediante SDS-PAGE la presencia de las dos bandas especificas de 55y
60 kDa, aproximadamente. La cuantificacién dela gCr purificada arrojé un
valor de 300 ug/ml.

1 2 3 4
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70KkDa - _ ‘/‘ 7100 ‘[
- 1
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)
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Figura 1. A. SDS-PAGE de células High Five infectadas con baculovirus recombinante. Linea 1:
Marcador de PM (PAGE- Ruler, Fermentas); lineas 2 a 5: células infectadas colectadas alas 24, 48,72y
96 horas posinfeccion; linea 6: control de células sin infectar; linea 7: control de virus. B. Técnica de
inmunoblot: células High Five infectadas con baculovirus recombinante y analizadas utilizando un
suero policlonal anti-EHV-1. Linea 1: Marcador de PM (PAGE-Ruler, Fermentas); linea 2: control de
virus; lineas 3 y 4: células infectadas colectadas a las 72 y 96 horas posinfeccion; linea 5: control de
células sin infectar. Las flechas indican las bandas correspondientes ala gCr.

Evaluacién clinica

Los ocho grupos de ratones, los inmunizados con la gCr utilizando diferentes
vias, y el grupo control, fueron desafiados con la cepa AR8 de EHV-1. Los
pesos corporales antes del desafio se distribuyeron normalmente y no
mostraron diferencias entre los grupos (p>0,05). Después del desafio, todos
los animales del grupo control (grupo H) presentaron signos clinicos
caracteristicos, tales como depresion general, pelo hirsuto, disnea y
disminucion del peso corporal desde el dia dos pd, mientras que en la
mayoria de los animales de los grupos inmunizados los signos se
registraron desde el tercer dia pd. Se observaron diferencias entre los
grupos, respecto del peso, teniendo en cuenta el uso o no de adyuvantes, y los
dias analizados (p<0,05). El peso de los animales comenz6 a recuperarse el
dia 10 pd para todos los grupos. El grupo E (gCr, via IP) fue el Gnico grupo
inmunizado en el cual todos los ratones mostraron disminucién del peso
corporal al primer dia pd, y comenzaron a recuperarlo el dia 10, aligual que
elrestodelosgrupos (Figura 2).

Deteccion de anticuerpos

Lasmuestras de suero fueron analizadas mediante ELISA paraladeteccion
de IgG e IgA. Se observd que la gCr no indujo la produccion de IgG en
ausencia de adyuvancia (grupos E, F y G) a los diez dias de la primera
inmunizacion, y tampoco fue detectada luego de la segunda inmunizacion;
resultados similares mostraron los grupos A (gC+Specol, via IP) y C
(gC+Montanide, via IP). En el caso de los grupos B (gC+ Specol, via SC) y
D (gC+Montanide, via SC) se detect6 la produccion de IgG luego de la
primera inmunizacién, pero no se observo un aumento en la DO entre los
valores hallados a los dias diez y 30. Luego del desafio viral se observé un
aumento significativo en el valor de DO paratodoslosgruposinmunizados
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con gCr combinada con algin adyuvante, y fue detectable hasta el final del
experimento (dia 90). En el caso de los grupos inmunizados sin adyuvante y
utilizandolasviasIPy SC(grupos Ey F) se observo unleve aumentoen el valor
deDO,elquedisminuyb6rapidamente (Figura3s).

i 17
i

5 T
dhic

265 27
1

26

Pesc en gramos (promedio)
255
1

25

245
1

0 1 2 3
Dias posdesafio

|[#A =B +C 4D ©E ¢F +6 oH —9%ic |

50

Figura2. Pesoderatones BALB/c(n=10encadagrupo)inmunizados congCrydesafiados con ~10%:3
DICCs50%/50 uldelacepa AR8 de EHV-1. Cada puntorepresentael promedioden=10eneldiaoy1
posdesafio (dias 40-41 posinmunizacién), n-2 en los dias 2-4 posdesafio (dias 42-44
posinmunizacién) y n = 2 los dias 5, 20 y 50 después del desafio (dias 45, 60 y 90 después de la
inmunizacién). Grupos de trabajo: A (gCr con Specol por via intraperitoneal); B (gCr con Specol por
via subcuténea); C (gCr con Montanide por via intraperitoneal); D (gCr con Montanide por via
subcutanea); E (gCr por via intraperitoneal); F (gCr por via subcutanea); G (gCr por via intranasal);
H (controlsininocular).
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Figura 3. Técnica de ELISA: respuesta de anticuerpos especificos (IgG) en ratones BALB/c
inmunizadosy desafiados al dia 40 con ~10%3DICC50%/50 pldelacepa AR8 de EHV-1. Losratonesse
inmunizaron dos veces, con 20 dias de diferencia, con diferentes formulaciones de gCr de EHV-1
purificada. Los primeros dos valores corresponden a la DO medida para el pool de suerosde cada grupo
conn=10 (dias 10y 30). Los restantes valores corresponden al promedio de la DO paran=2 de cada
grupo (dias 41, 42, 43, 44, 60y 90). Grupos de trabajo: A (gCr con Specol por via intraperitoneal); B
(gCr con Specol por via subcutanea); C (gCr con Montanide por via intraperitoneal); D (gCr con
Montanide por via subcutanea); E (gCr por via intraperitoneal); F (gCr por via subcutanea); G (gCr
porviaintranasal); H(controlsininocular).
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En el andlisis realizado para determinar qué grupos eran disimiles
estadisticamente, se observaron diferencias minimas significativas (p<0,05)
entre los grupos Ay C respecto de los grupos restantes (B y D-H). De la misma
manera, se observaron diferencias significativas entre los grupos B y D, que
utilizaron la misma via de inmunizacion y diferentes adyuvantes, con
respecto a los grupos restantes. En el caso de los grupos E, F y G, en los
cuales no se utilizaron adyuvantes, se observaron diferencias significativas
con respecto a lo observado en los grupos inmunizados utilizando adyuvantes
(A-D). NosedetectoIgAensueroderatonesdeningunodelosgrupos.

Se determino que los Ac inducidos neutralizaron la actividad viral. En
los grupos B (gC+Specol, via SC) y D (gC+Montanide, via SC) se
detectaron Ac neutralizantes luego de la segunda inmunizacion, y se
incrementaron al dia tres pd. Para los grupos A (gCr+Specol, via IP) y C
(gCr+Montanide, via IP) se observd,luego del desafio, un altotitulode Ac, los
que se mantuvieron detectables hasta la finalizacion del ensayo. En los
grupos en los que no se utilizaron adyuvantes, el titulo de Ac fue menor.
Para el grupo control el resultado fue siempre negativo (Tabla 2).

Tabla 2. Técnicadeneutralizacion viral.

Dias Grupos
A B C D E F G H
30 - 16 - 16 - - - -
41 64 16 64 16 - - - -
42 128 16 64 16 8 8 - -
43 128 32 64 32 8 8 - -
44 64 32 32 32 - - 4 -

Anticuerpos neutralizantes detectados en ratones inmunizados dos veces, con un intervalo de 20 dias,
con diferentes formulaciones de gC recombinante de alfaherpesvirus equino 1 (EHV-1) purificada, y
posteriormente desafiados al dia 40 con ~10%3 DICC509%/50 pl de la cepa AR8 de EHV-1. El primer
valor corresponde al titulo de anticuerpos neutralizantes del pool de sueros de cada grupo con n=10
(dia 30). Los restantes valores corresponden al promedio del titulo para n=2 de cada grupo (dias 41,
42,43, 44). Lostitulos son expresados comolainversa dela mayor dilucién de suero que protegio del
efecto viral a una de las dos unidades de prueba. Grupos de trabajo: A (gCr con Specol por via
intraperitoneal); B (gCr con Specol por via subcutanea); C (gCr con Montanide por via
intraperitoneal); D (gCr con Montanide por via subcuténea); E (gCr por via intraperitoneal); F (gCr
porviasubcutanea); G(gCrporviaintranasal); H (control).

Aislamientoviraly PCR

El AV y la deteccion de ADN a partir de pulmones y de plasma rico en
leucocitos, fueron positivos para todos los animales del grupo control (grupo
H) desde el dia uno hastael dia cuatro pd.

ParalosgruposE (gCr,viaIP),F(gCr,viaSC)yG(gCr,viaIN)ladeteccion
de ADN y el AV fueron positivos desde el dia dos hasta el dia cuatro pd a
partir de pulmon y de plasma rico en leucocitos. El titulo viral detectado
en pulmon para los grupos mencionados fue significativamente menor que
los hallados para elgrupocontrol (p<0,05).
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En los grupos restantes (A, B, C y D) solamente se recupero6 virus de
pulmon al segundo y tercer dia pd, con titulos virales similares y
significativamente menores que para el grupo control (H) (p<0,05)
(Figura 4). Ademas, se detect6 ADN viral en las mismas muestras y en
plasma rico en leucocitos de los grupos A, By D a los dias uno y dos pd y
del grupo C al dia dos pd.

Titulo viral - (logi; DICCsyx/ml)

1 2 3 4
Dias posdesafio

[WN A WG BN C SO BN E EEF NG H

Figura 4. Titulosviralesen pulmén deratones BALB/cinmunizadosy desafiados al dia 40 con ~1063
DICC50%/50 pnldela cepaAR8 de EHV-1. Setomaron muestrasde pulmoénde cadaraténalosdias41,
42,43y 44 después de la primera inmunizacion (dias 1, 2, 3 y 4 después del desafio). Los titulos virales
delos pulmones se calcularon mediante el método de Reed y Muench y se expresaron comolog1o DICC
50 %/ml. Los datos representan el titulo medio obtenido de dos pulmones procesados
individualmente. Grupos de trabajo: A (gCr con Specol por via intraperitoneal); B (gCr con Specol por
via subcuténea); C (gCr con Montanide por via intraperitoneal); D (gCr con Montanide por via
subcuténea); E (gCr por via intraperitoneal); F (gCr por via subcutanea); G (gCr por via intranasal);
H (controlsininocular).

Estudios histopatoldgicos y por inmunohistoquimica (IHQ)

Los pulmones de los animales de todos los grupos, incluido el grupo
control (grupo H), presentaron cambios histopatolégicos caracteristicos de
la infeccion con EHV-1. Se observdO un proceso inflamatorio leve,
caracterizado por un infiltrado con células mononucleares y escasos
neutrofilos alrededor de las vias respiratorias y vasos sanguineos. Se
observaron células sincitiales, descamacion y cuerpos de inclusiéon
intranucleares eosinofilicos en los epitelios bronquiolares. En el grupo
control (grupo H) se observd necrosis bronquiolar severa desde el dia uno
pd, mientras que en los grupos inmunizados los cambios se observaron
desde el dia dos pd. Mediante THQ se detectaron antigenos virales en el
epitelio bronquial y bronquiolar en las muestras del grupo control en el dia
uno pdyen los restantes grupos desde el dia dos pd.

Discusién y conclusiones
La infecciéon por el EHV-1 causa un importante impacto en la salud y en

la produccién equina en elmundo. A pesar de que existe una amplia
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variedad de vacunas contra esta virosis, su efectividad contintia en
discusion (Lunn et al., 2009). Las vacunas comerciales disponibles
actualmente, muchas de las cuales estan elaboradas a partir de virus
inactivado, han demostrado reducir en un 75 % la incidencia de tormentas
de abortos en yeguas prenadas, cuando se aplican junto a buenas practicas
de manejo. Sin embargo, los animales contintian siendo susceptibles a la
reinfeccion (Kydd et al., 2006).

Para patogenos como el EHV-1, que generalmente infecta los animales
en los primeros anos de vida, el plan de vacunaciéon utilizado con las
vacunas comerciales no parece ser eficaz para prevenir la primoinfeccion de
los potrillos y, en consecuencia, el establecimiento de una infecci6on
latente en una etapa temprana de la vida (Equine Herpesvirus
(Rhinopneumonitis); Vaccination guidelines; AAEP, 2020). El desarrollo
de vacunas que estimulen una eficiente respuesta inmunologica a la infeccion
por el EHV-1 contintia siendo prioritario. Se ha estudiado el potencial
inmunogénico de vacunas elaboradas a partir de diferentes glicoproteinas
de envoltura de EHV-1, utilizando tanto el modelo murino (Guo et al.,
1990; Osterrieder et al., 1995; Ruitenberg et al., 1999; Tewari et al., 1994,
1995; Zhang et al., 1998, 2000) como el hospedador natural (Foote ef al.,
2005,2006;Wagneretal.,2016)de enfermedad respiratoria.

LagCde EHV-1,comosemenciond, eslaproteinainvolucradaenlauniéon
al receptor celular y en la entrada a la misma (Huemer et al., 1995) y se
comprobo6 que esta glicoproteina es inmunogénica tanto en el modelo
raton como en el hospedador natural (Packiarajah et al., 1998, Wagner et
al., 2015).

En este trabajo se expreso6 la gC de EHV-1 mediante la obtencion de
un baculovirus recombinante y se verifico la expresion de dicha
glicoproteina mediante SDS-PAGE, detectandose la presencia de un
producto de aproximadamente 60 kDa. Este resultado fue confirmado
mediante inmunoblot, con el que también se detect6 un producto
adicional de aproximadamente 55 kDa. Ambos productos posiblemente
representan distintos estados de procesamiento postraduccional
(glicosilaciones) y fueron observados durante todo el ensayo de
expresion en diferentes concentraciones. Con estos resultados, se
descarta que hubiese degradacion de la proteina durante su produccion
y se demuestra la capacidad inmunogénica de la glicoproteina obtenida.
Nuestros resultados contrastan con los que reportan otros autores
(Stokes et al., 1996), quienes al expresar la gC truncada en baculovirus
detectaron la presencia de una banda de 80 kDa a las 24 horas pi y
varias bandas de distinto tamano luego de las 48 horas pi, probable-
mente debido a la degradacion parcial de la proteina producida.

En nuestros ensayos experimentales llevados a cabo en ratones
inmunizados con la gCr, la aparicion de signos clinicos frente al desafio
con el virus fue observada més tardiamente en comparacion con el grupo
control sin inmunizar. El peso corporal en la mayoria de los grupos
inmunizados comenz6 a disminuir uno o dos dias después que lo obser-
vado en el grupo control, con la excepcién de un grupo inmunizado sin
adyuvante por via IP. Sin embargo, a partir del dia diez pd el peso se
recuperd en todos los grupos estudiados. Resultados similares fueron
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descritos por Stokesetal. (1996) al inmunizar ratonesconlagCtruncada,
purificada y sin purificar y utilizando la via IP en ambos casos. Por el
contrario, nuestros resultados difieren de los reportados por otros autores
(Packiarajah et al., 1998), quienes observaron que los animales
inmunizados con gC completa y sin purificar (células de insecto infectadas
con baculovirus recombinante para gC) por via IM, mostraron severos
signosclinicos,aligual queelgrupocontrol, al ser desafiados.

En este trabajo, evaluamos dos adyuvantes alternativos de aceite
mineral comercial: Montanide ISA 206 (Ganne et al., 1994) y Specol
(Stills et al., 2005). En los ratones inmunizados por via SC con la gCry
ambos adyuvantes, se estimul6 la producciéon de IgG a partir del décimo
dia posinmunizacién; sin embargo, en los grupos inmunizados
utilizando la via IP se detect6 IgG luego del desafio viral. En todos los
grupos, estos Ac persistieron hasta el final de la experiencia (dia 90
posinmunizacién). En los animales inmunizados sin adyuvantes (grupos
E, Fy G), la gCr no indujo la produccion de IgG en suero luego de cada
inmunizacion, resultado que también se habia observado para la gD
(Fuentealba et al., 2019). Sin embargo, al tratarse de pools de muestras por
grupo, no se descarta un efecto de dilucion de sueros positivos a IgG con el
suero de los animales negativos. De modo similar a un trabajo en el que se
utilizaron cuatro dosis de la gC sin purificar (Packiarajah et al., 1998),
observamos bajos niveles de Ac. Sin embargo, estos autores demostraron
que cuando la gC fue utilizada en combinacion con otras glicoproteinas,
comogBogD,seobtuvounaltonivel de Ac,con capacidad neutralizanteycon
titulos moderados. En coincidencia, Stokes et al. (1996) también detectaron
bajo titulo de Ac neutralizantes, a pesar de que demostraron que el epitope
correspondiente estd presente en la glicoproteina obtenida. En nuestro
trabajo la produccion de IgG detectada mediante ELISA se observo en los
mismos grupos en los cuales se detectaron Ac neutralizantes. A diferencia
de lo observado para la gD (Fuentealba et al., 2019), el adyuvante
Montanide ISA 206 demostr6 una alta eficacia para inducir respuesta de
Ac neutralizantes cuando se utilizo la via SC, respuesta que puede
explicarse por diferencias en la efectividad de la combinacion de adyuvantes
con determinadas proteinas (Stills, 2005).

Ennuestro ensayo, se recuper6 virus de los pulmones de todoslos grupos
de ratones inmunizados, a partir del segundo dia pd, a diferencia de lo
ocurrido en el grupo control en el que se recuperaron particulas virales
desde el primer dia pd. Ademas, se observaron titulos virales bajos y
similares entre los grupos inmunizados utilizando algiin adyuvante, y sélo
en estos grupos el virus fue eliminado de los pulmones antes que en el
grupocontrol.

Otras de las glicoproteinas de envoltura de EHV-1 es la gD, la cual
proporciona altos niveles de proteccion al ser evaluada en el modelo murino
(Whalley et al., 2002). Cuando evaluamos la gD como inmunogeno, se
observo que al inmunizar por via IN y desafiar a los animales con el virus,
este no llegaba al pulmén (Fuentealba et al., 2019), por lo que la via
utilizada resultaba efectiva para proteger a los animales frente al desafio
viral. Contrariamente alo ocurrido con la gD, luego de lainmunizacién con
la gCr por la misma via de inoculacion, los resultados fueron diferentes,
debido aque serecuper6 virusde los pulmones. Sin embargo, el titulo
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viral obtenido fue menor que en los encontrados en el grupo control.

Por otro lado, nuestros hallazgos con la gCr, al inmunizar por vias
parenterales, son similares a los reportados por Stokes et al. (1996),
quienes observaron una reduccion del titulo viral en los pulmones de los
animales inmunizados por via IP con la gC purificada y sin purificar. Estos
autores, ademas, detectaron menor titulo viral que en los controles cuando
analizaron los cornetes nasales de los animales en los que utilizaron la gC
purificada. Por el contrario, otros autores (Packiarajah et al., 1998), no
recuperaron virus en los animales inmunizados por via IM con cuatro
dosis de células Sf-9 expresando la gCy postularon que lainmunizacion con
esta glicoproteina impidi6 la llegada del virus a los pulmones debido a la
produccion de Ac neutralizantes. Sin embargo, en sus experiencias, no
evaluaron la presencia del EHV-1 a los dias uno y dos pd, por lo que esta
hipotesis no logré ser confirmada.

Los estudios histologicos realizados en este trabajo confirmaron los
resultados hallados por aislamiento viral y PCR. Se observaron lesiones
compatibles con la infeccion en las muestras de pulmoén de aquellos animales
dondefueposibleaislar el virusluego del desafio.

Porlo tanto, este trabajo demuestra que la gCr estimula la produccién de
Ac solamente cuando se utiliza combinada con algin adyuvante y es
administrada por vias parenterales, promoviendo la proteccion parcial
frente al desafio viral. Contrariamente a lo observado con la gD
(Fuentealba et al., 2019), la inmunizacion a través delaviaIN no fue capazde
proteger a los animales contra la infeccion con EHV-1. Probablemente la gCr
requiere de un adyuvante apropiado para la formulacion al utilizar la via IN
de inmunizacion.

Sin embargo, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos por el
grupo de trabajo con la gD (Fuentealba et al., 2019) y los observados en el
presente trabajo, se plantea como posible estrategia inmunologica alternativa
el uso de una primera dosis de la gD administrada por via IN y una segunda
dosis con la gCr administrada por via parenteral, lo que favoreceria,
probablemente, unarespuesta inmune mas eficiente y la proteccion frente al
desafio viral. De esta manera, si la proteccion inducida por la gD es parcial
y logra interactuar con la barrera de la mucosa nasofaringea, entonces un
objetivo secundario seria asegurar una respuesta inmunolégica sistémica,
que podria ser provista por la gCr al utilizar una via diferente a la IN. Por lo
tanto, es necesario continuar evaluando el posible uso de la gCr obtenida en
este trabajo para lograr una inmunizacion efectiva contra el EHV-1.
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