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Vacunas recombinantes: desarrollo de un vector de canarypox para su uso en avicultura
 Dra. Gabriela Calamante Instituto de Biotecnología-INTA
 [email protected]
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Vectores virales
 • Son virus genéticamente modificados capaces de expresar in vivo o in vitro
 el/los gen/es de interés
 • Portan genes foráneos o secuencias integradas en posiciones que no son
 esenciales para la replicación viral ni para la infectividad (in vitro) .
 • El virus es el vehículo y el gen foráneo es el gen de interés que codifica para la
 proteína que se quiere expresar.
 • Se los clasifica en replicativos o no replicativos (in vivo)
 • Características más importantes que deben reunir para su uso in vivo:
 - No replicativos
 - Inocuos
 - Estables genéticamente
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Diseño de un vector viral
 1- es necesario estudiar el genoma del vector para identificar al menos una región donde
 insertar el material genético foráneo
 2- los genes de interés deben estar establemente integrados en el genoma del vector
 3- la inserción del gen foráneo debe realizarse de tal manera que se garantice su correcta
 expresión (cantidad, plegamiento, destino final, modificaciones post-traduccionales)
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El 1er reporte de un vector viral fue a principios de los ´80
 Se demostró que el virus vaccinia (poxvirus) podía ser
 ingenierizado para portar y expresar genes foráneos
 Desde entonces la tecnología se aplicó en diferentes
 familias de virus y para una gran diversidad de genes
 foráneos (incluyendo los que codifican para antígenos de
 patógenos)
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¿Por qué nuevas vacunas?
 • Enfermedades infecciosas donde los métodos tradicionales fallaron.
 • Nuevas regulaciones de las autoridades sanitarias.
 • Uso de la tecnología de ADN recombinante.
 • Uso de técnicas genómicas y proteómicas.
 • Aparición de patógenos emergentes.
 • Patógenos que no se pueden cultivar in vitro
 • Vacunas que combinen las ventajas de las inactivadas (seguridad) y
 las de organismos vivos modificados (eficacia)
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Nuevas vacunas: desafíos
 • Innovación:
 - Identificar nuevos métodos para la producción de vacunas o
 mejorar los existentes.
 - Identificar nuevos métodos para la administración de vacunas.
 • Seguridad:
 - Evitar reacciones locales y/o sistémicas.
 - Evitar efectos negativos en el medio ambiente y otras especies.
 • Eficacia:
 - Proveer immunidad de por vida.
 - Proveer protección cruzada.
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Características de los virus canarypox
 • Limitado rango de hospedadores (paseriformes)
 • Son virus envueltos complejos que replican en el citoplasma celular
 • El ADN viral replica en inclusiones citoplasmáticas electrodensas (cuerpos de inclusión de
 Guarnieri), denominadas “factories”.
 • Su genoma está formado por una molécula de ADN de doble cadena lineal de 360 kpb.
 • La partícula viral contiene enzimas que sintetizan los ARNm tempranos.

Page 8
                        

Uso de virus canarypox recombinantes como vacunas Ventajas
 • el virus es muy estable a condiciones ambientales se eliminaría la necesidad de una
 estricta cadena de frío para su almacenamiento y distribución
 • la vacuna puede ser administrada por diferentes vías
 • la capacidad de inducir respuestas tanto humorales como celulares contra el antígeno
 foráneo, generando inmunidad duradera
 • la flexibilidad de empaquetamiento crear vacunas multivalentes
 • la estabilidad genética de los virus recombinantes
 • la inmunización se consigue en ausencia de replicación viral no se disemina el vector
 en los animales vacunados y por consiguiente no es posible la dispersión por contacto
 hacia animales no vacunados o hacia el ambiente en general.
 • no se manipula el agente infeccioso en la producción de las vacunas
 Desventajas
 • No existen kits comerciales para su obtención necesario implementar metodología
 • Amplificación en FEP
 • Antígeno foráneo es citosólico induce bajos niveles de anticuerpos
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¿Cómo se induce la respuesta inmune contra el antígeno foráneo?
 1) El vector poxviral NO porta al antígeno foráneo en su estructura sobrepasaría inmunidad
 materna
 2) El vector poxviral porta el gen codificante del antígeno foráneo síntesis de novo
 inducción de potente respuesta inmune celular
 3) Si el antígeno foráneo es una proteína de membrana o se encuentra soluble inducción de
 respuesta inmune humoral
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pE: promotor temprano de poxvirus
 X: gen de interés.
 t: terminador de transcripción y traducción
 Esquema de obtención de poxvirus recombinantes
 El gran tamaño de su genoma impide manipulación directa del ADN recombinación homóloga
 poxvirus recombinante
 poxvirus
 pE- X - t
 Sitio blanco de inserción
 pE- X - t
 recombinación
 homóloga in vivo
 Vector de transferencia
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Obtención de poxvirus recombinantes
 1- Diseñar el vector de transferencia
 1’- Subclonar el gen de interés en el vector de transferencia
 Ingeniería genética
 2- Infección de un cultivo celular con el virus salvaje
 2´- Transfección del vector de transferencia a las células infectadas
 Cultivo
 Virología
 recombinación homóloga in vivo
 (frecuencia 0,4 %)
 3- Seleccionar los poxvirus recombinantes
 4- Obtener un stock puro
 5- Caracterizar genética y biológicamente los recombinantes seleccionados
 6- Evaluar su capacidad de inducir respuestas inmunes específicas en animales
 Cultivo
 Virología
 Biología molecular
 Inmunología
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Obtención de virus canarypox recombinantes
 Patente AR052743A1
 (CNPV048 y CNPV134)
 PCR presencia gen interés y pureza
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Obtención de virus canarypox recombinantes (cont.)
 Confirmación de la expresión antígeno foráneo en células infectadas
 La inserción no altera la capacidad replicativa in vitro
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Ausencia de replicación del CNPV recombinante en pollos
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1° ensayo en pollos SPF 3 inmunizaciones im
 La inmunización de pollos con CNPV-VP2 induce una respuesta inmune de tipo humoral con
 presencia de anticuerpos seroneutralizantes contra IBDV luego de 3 inmunizaciones
 Primer reporte del uso de CNPV como inmunógeno en pollos
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Ensayo en pollos SPF vía sc al día de edad
 CNPV-VP2: única inmunización sc (día 1 de edad)
 Infección cepa de virulencia intermedia de IBDV (día 50 de edad)
 La vacunación al día 1 de edad con CNPV-VP2 indujo una respuesta protectora frente al desafío con una cepa
 de virulencia intermedia de IBDV.
 CVT INTA-Lab. Inmuner SA: evaluar la eficacia de CNPV-VP2 frente al desafío
 con cepa de campo de IBDV
 Table 1: Analysis of cell subpopulations and IBDV titers in the bursa of Fabricius 1
 after challenge 2
 CD4+ CD8α
 +/β
 + Bu-1
 +
 IBDV titers
 (PFU/mL)
 CN048-VP2 0.93 0.27 98.32 ˂101
 CNPV 4.36 4.57 88.34 6 x106
 3
 A) CNPV A.1 Pérdida de la definición cortico-medular
 A.2 Depleción linfoide
 A.3 Infiltrado inflamatorio
 B) CN048-VP2 histología de la bolsa de Fabricio conservada
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Otros desarrollos 1) Vacunas vectorizadas por otros poxvirus MVA y FWPV
 diseño y construcción de los vectores de transferencia
 implementación de metodología de obtención MVA y FWPV recombinantes
 MVA-VP2 y FWPV-VP2 expresan proteína VP2 de IBDV
 ENSAYO EFICACIA EN POLLOS SPF
 MVA-VP2 o FW-VP2: única inmunización im (día 11 de edad)
 Infección cepa de virulencia intermedia de IBDV (día 27)
 ** p= 0,005 ** p= 0,0048 3 inmunizac. im
 (11; 25 y 39 días
 de edad)
 2) Optimización de vectores de CNPV por co-expresión de citoquinas (aislamiento CNPV-VP2/chIL4)
 3) CNPV doble recombinantes que expresen HA de AIV y F de NDV (CVT INTA-USDA)
 4) Vectores virales basados en Adenovirus (AdHu5) Ad-VP2 (ensayos de eficacia en curso)
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Consideraciones finales poxvirus como vacunas
 La inmunidad pre-existente contra el virus vector interfiere con las dosis refuerzo:
 MVA: se aplica estrategia prime-boost heterólogo
 CNPV: no, la inmunidad previa no interfiere (intrínseco del vector)
 FWPV: en aves puede haber interferencia con anticuerpos maternos anti-viruela
 Cantidad de dosis y duración de la respuesta:
 hay muchos y variados ejemplos (depende del antígeno y tipo de respuesta )
 diferenciar entre blancos de vacunación (animales de compañía vs de producción)
 Tipo de respuesta requerida para protección
 poxvirus inducen principalmente respuestas CD8+
 dependiendo de la compartimentalización del antígeno CD4+ y Acs
 variabilidad cepas patógenas (expresar 1 antígeno o varios?)
 Mejorar inmunogenicidad
 co-expresión de citoquinas (GM-CSF, IL-1, IL-18, IL-4)
 deleción de genes involucrados en evasión de respuesta inmune
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