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N Capitulo 7. Evaluacion de la respuesta inmune de la vacuna de subunidades PLD
| v CP40 frente a Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis.

Resumen

La ganaderia ovina v caprina se ve gravemente afectada por la linfadenitis caseosa (LAC),
enfermedad infecto-contagiosa ocasionada por la bacteria Gram positiva
Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis. Las manifestaciones clinicas de la
enfermedad se caracterizan por la formacién de abscesoz en nodulos linfaticos
superticiales v/o viscerales. La enfermedad afecta la obtencion de lana. carne, leche v
causa darios en la reproduccion provocando pérdidas econdmicas significativas en la
industria de loz pequenios rumiantes. En México los datos de prevalencia sobre LAC son
limitados; sin embargo, se ha reportado una frecuencia de 33.3% de la enfermedad en los
rebanos del Estado de Jalisco. A nivel mundial la profilaxis se lleva a cabo mediante la
aplicaciéon de vacunas comerciales formuladas con cultivos bacterianos totales
inactivados, sin embargo, estan no han sido eficaces para el control de la enfermedad. Las
vacunas desarrolladas utilizando la teenologia del ADN recombinante son inocuas e
inmunogénicas, permitiendo la activacidn del sistema inmune. Las proteinas PLD v CP40
son factores de patogenicidad de C. pseudotuberculosis biovar ovis, v sus potencialidades
inmunogénicas has sido evaluadas de forma individual, confiriendo proteccién en
animales infectados experimentalmente con C. pseudotuberculosis. Los programas para
el control de la enfermedad estan enfocados en la aplicacion de profilacticos, v evitar el
uso de antibidticos; sin embargo, en México no se comercializan vacunas contra esta
enfermedad. Es por ello que el desarrollo de una vacuna, de produccion nacional,
utilizando aislados autoctonos constituye una alternativa para abordar esta problematica.
En el presente capitulo se exponen los resultados de la respuesta inmune inducida
mediante la aplicacién de una vacuna experimental de subunidades PLD v CP40, evaluada
en un modelo murino para la profilaxis contra Corynebacterium pseudotuberculosis
biovar ovis.

Palabras Clave: Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis, vacuna, PLD v
CP4o0.
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Introduccion

Las vacunas constituyen una herramienta para el control v erradicacion de las
enfermedades, también evitando el uso de los antimicrobianos. A través de la
inmunizacion se induce en el hospedero el desarrollo de los mecanismos de accidn del
sistema inmune, destinados a la eliminacién del patégeno. Existen vacunas comerciales v
experimentales para la profilaxis de la linfadenitis caseosa, cuva aplicacién a nivel
mundial reporta niveles de proteccién variable en los rebanios. En México las vacunas
comerciales ain no estan disponibles, por ello existe la necesidad de trabajar en el
desarrollo de una vacuna, a partir de aislados autéctonos, que permita una proteccién
completa v eficaz. Las proteinas PLD v CP40 constituyen factores de wirulencia de C.
pseudotuberculosis que han sido utilizadas como antigenos vacunales confiriendo
proteccion en animales infectados experimentalmente. La toxina PLD causa dano tisular
v favorece la diseminacidn del microorganismo en el hospedero. Por su parte, la proteina
endoglicosidasa CP40 tiene la capacidad de romper los enlaces glucosidicos de la region
Fe de los Ac IgG de los ovinos, causando la degradacién de los mismos. La proteccion de
las vacunas comerciales se asocia con la induccidn de la respuesta humoral dirigida
fundamentalmente contra la proteina exotoxina PLD. En su mavoria estas vacunas se
formulan con cultivos totales de Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis
inactivados con formalina, con abundante proteina PLD. La neutralizacién de la PLD
mediada por la respuesta humoral disminuye el dario tisular, sin embargo, la proteccién
debe ser integral incorporando en las formulaciones vacunales moléculas que favorezcan
la activacion de la respuesta inmune mediada por células para eliminar la bacteria
intracelular. Los resultados experimentales en modelos murinos v ovinos indican que el
uso de CP40 en formulaciones vacunales favorece la activacion de la respuesta inmune

celular, a través de una respuesta que involucra la participacion de los receptores tipo Toll
n

=

La tecnologia del ADN recombinante permite obtener antigenos con
potencialidades inmunogénicas que pueden ser utilizados en nuevas vacunas. En este
sentido las vacunas de subunidades recombinantes, que combinan mas de un tipo de
antigeno inmunogénico constituyen una ventaja para la activacion de la respuesta
inmune. En el presente capitulo se exponen los resultados de la respuesta inmune
inducida mediante la aplicacién de una vacuna experimental de subunidades PLD v CP40,
evalnada en un modelo murino para la profilaxis contra Corynebacterium
pseudotuberculosis biovar ovis.

Evaluacion de la respuesta inmune humeoral (IgG Totales murinos) contra
PLD v CP40 mediante la técnica de ELISA

La respuesta inmune adaptativa generada por una vacuna depende en gran medida de la
capacidad que tengan estas formulaciones para inducir activacion de las células linfocitos
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B v T. Los Linfocitos B son la poblacién del sistema inmune encargada de la generacién
de los anticunerpos (Ac). La deteccidn de la respuesta de Ac se utiliza como un indicador de
la eficacia de las vacunas. Las IgM son la subclase de Ac que primero se sintetizan tras el
contacto directo con el antigeno.

La deteccion de estas moléeulas en el suero representa la respuesta ante una
infeccidn inicial o aguda, también son secretadas durante la respuesta inmune secundaria
pero en una menor conecentracion. La subelase de Ac de tipo IgG se produce ante una
respuesta secundaria confra los antigenos, son las moléculas con mayor coneentracién en
el suero, v se relacionan con la respuesta de defensa sistémica y de memoria. Estos Ac son
los encargados de llevar a cabo la neutralizacion de los patogenos, activacion del
complemento con opsonizacién v fagocitosis de patdgenos, promueven la muerte de las
células infectadas mediante la activacion de citotoxicidad celular mediada por
anticuerpos. Por tales motivos, la deteccidn de los anticuerpos [2G es fundamental en la
caracterizacién de la respuesta inmune producida por las vacunas.

En el trabajo realizado por Rodriguez-Dominguez, 2020, v Rodriguez-Dominguez,
2022, se obtuvieron los componentes activos de la vacuna experimental de subunidades
PLD y CP40, via recombinante utilizando cepas de Escherichia coli cepa BL21 (DE3)
transformadas con los plasmidos pET28a-pld v pET28a-cp40. Los genas codificantes de
las proteinas de interés se amplificaron mediante PCR a partir del genoma del aislado
mexicano Corynebacterium pseudotuberculosis ovis 2J-L.

Para el estudio de desafio de los animales vacunados se utilizé la cepa de referencia
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis ATCC 43926, también identificada como
Corynebacterium pseudotuberculosis (Buchanan) Eberson, originalmente designada
como cepa 169, obtenida de un abseeso formado en un nédule linfatico ovino (ATCC,
2024). La vacuna experimental se aplicd en un modelo murino (ratones BALRB/c),
utilizando 6 grupos de animales: Grupo 1 animales inoculados con PBS; Grupo 2 animales
inoculados con Saponina (3.5ug); Grupo 3 animales inoculados con PLDr (5opg) +
Saponina (3.5pg); Grupo 4 animales inoculados con CP4or (50ug) + Saponina (3.5ug);
Grupo 5 PLDr (50ug) + CP4or (50ug) + Saponina (3.5ug) v Grupo 6 animales desafiados
con 104 UFC/mL Corynebacterium pseudotuberculosis ovis cepa ATCC 43926. Se
administraron 200uL de los formulados vacunales o PBS, por via subcutinea, 2 dosis
separadas de 21 dias. Luego de 21 dias de aplicada la segunda dosis de la vacuna todos los
grupos excepto el Grupo 1 fueron desafiades via intraperitoneal con 200 pl de 104
UFC/mL de la cepa virulenta ATCC 43926.

Los animales del grupo PLDr+CP4or presentaron titulos de IgG anti-PLD elevados,
seguidos por el grupo PLDr, ambos con diferencias estadisticas significativas (p<0.05).
Los niveles de anticuerpos IgG anti-PLDr de estos grupos alecanzaron valores por encima
de una DO=1.2 luego de 30 dias del desafio. Se ha estudiado que la respuesta inmune en
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ovejas infectadas con C. pseudotuberculosis luego de 3-10 dias post-infeceién (p.i)
comienza con el desarrollo de los piogranulomas v la produccién de IgG anti-PLD es
detectable luego de 6-11 p.d alcanzindose titulos maximos entre el dia 11 v 21 p.i. Los
niveles disminuyen hasta los 140 dias v no todos los individuos permanecen positivas
durante las 20 semanas siguientes Por otra parte, Vale v colaboradores en el 2016
reportan valores de IgG anti-PLD en el suero de ratones BALB/c inoculados con la cepa
atenuada Ti (107) siendo el valor maximo de DO de 0.5 alecanzado a los 120 dias p.i.
También se establecié que la subelase de anticuerpo IgG2 fue superior, manteniéndose
elevada los 120 dias de duracién del experimento. Otro grupo de investigadores reportd
valores de DO similares a los alcanzados en nuestro trabajo, con la diferencia de que los
anticuerpos detectados fueron IgG anti-antigenos totales con valores de DO entre 0.8 y 1
en los animales vacunados con antigenos secretados (cepa T1) v con la cepa viva atenuada
T1i, mientras que luego del desafio se alcanzaron valores de DO entre 1 v 1.2. En otro
trabajo los titulos de IgG de ratones BALB/c inmunizados con PLDr alcanzaron valores de
DO0=0.6 luego de 42 dias post inoculacién. Recientemente, Moreira v colaboradores en el
2022 evaluaron la respuesta humoral inducida en ovejas inoculadas con 4 proteinas
recombinantes (SpaC, NanH, SodC, and PLD) v su asociacién con la cepa T1 de C.
pseudotuberculosis inactivada, adyuvadas con Montanide™ ISA 61 VG. En este trabajo la
proteina rPLD indujo IgG en los grupos experimentales (G2: SpaC, SodC, PLDr +
Montanide vy G3: NanH, SodC, PLDr + Montanide) lnego de la segunda dosis, mostrando
valores de DO entre 1 v 1.5 v Inego del desafio se alcanzaron valores superiores a 1.5, con
diferencias estadisticas significativas (p<0.01). En el modelo experimental cobayos, Park
v colaboradores en el 2024 evaluaron la inmunizacién con diferentes dosis de C.
pseudotuberculosis (G1:107, G2:10%, G3: 105. Transcurridas 6 semanas se evidencit un
aumento en los niveles de anticuerpos anti-PLD con DO entre 1 y 1.5, con diferencias
estadisticas significativas entre los grupos (p < 0.05).

En el presente trabajo los niveles de Ac anti-CP40 fueron superiores en el grupo
PLDr+CP4or en comparacion con el grupo CP4or tras 21 dias de la primera inmunizacion.
Los niveles de anticuerpos anti-CP40 fueron menores que los alcanzados para PLD,
siendo los valores maximas de DO entre 0.25 v 0.3 Inego de los 30 dia post-desafio. Estos
resultados son similares a los reportados por Droppa-Almeida v colaboradores en un
experimento donde se inmunizaron ratones Swiss con 2 dosis de CP4or + saponina en un
intervalo de 15 dias v luego de 30 dias de concluido el esquema de vacunacién fueron
desafiados con la cepa CPNS (107 UFC/mL). Los valores de absorbancias reportados
fueron de 0.2 v 0.3 al dia 60 de la primera inmunizacién, v se mantuvieron en ese rango
lnego de 120 dias. Silva y colaboradores en el 2014 reportaron que en ratones BALB/c
inmunizados con CP4or (50ug) los titulos de anticuerpos [gG1 anti-CP4or fueron elevados
alcanzando valores de DO por encima de 0.4 a los 30 dias post inoculacién. Sin embargo,
Inego del desafio los valores disminuyeron con DO entre 0.2 v 0.3. En otro trabajo del
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grupo de Droppa-Almeida v colaboradores en el 2016 se demaostrd que la inmunizacién de
ratones BALB/c (2 dosis de CP4or + saponina) durante la primera etapa de la vacunacién
(30 dias) los valores se mantuvieron por debajo de 0.3. Por otra parte, Barral v
colaboradores no reportaron aumento en los niveles de anticuerpos IgG totales en ratones
BALB/c vacunados con proteinas modificadas PLDr +CP4or (25ug), con valores de DO
entre 0.05v 0.1.

En el presente trabajo el analisis de los anticuerpos IgG totales utilizando el sistema
de ELISA con ambos antigenos sugiere que la respuesta humoral se encuentra favorecida
hacia el antigeno PLD, va que los niveles de respuesta alcanzados por los animales del G3
v G4 fueron similares, siendo solo superiores en el grupo G3 a los 72 dias del experimento.
Por su parte los valores de IgG totales en el grupo G5 se mantuvieron por debajo en todo
momento del experimento. Estos resultados se deben a que el antigeno PLD constituye el
factor de virulencia prinecipal de la bacteria, es una toxina con un elevado potencial para
estimular la activacién de la respuesta inmune de tipo humoral segiin lo demostrado en
los trabajos anteriormente citados. En la formulacién donde se combinaron ambas
proteinas el aporte de anticuerpos anti-PLD fue superior con diferencias estadisticas
significativas tanto en las etapas de vacunacion como luego del desafio. Existe jerarquia
entre los epitopos de las proteinas v la presencia de epitopos inmunodominantes en la
proteina PLD es uno de los factores que influyen en el predominio de Ac contra esta
molécula. La maquinaria de proecesamiento de antigenos esta optimizada para la seleccién
de los epitopos inmunodominantes. Para la presentacion en el contexto del MHC de clase
II, los antigenos internalizados de fuentes exégenas se mueven a través de una serie de
compartimentos endosémicos en las células presentadoras de antigenos (APC) que
contienen moléculas aceesorias como la DM v DO, y un conjunto de enzimas proteoliticas
v desnaturalizantes principalmente catepsinas v tiol reductasa lisosomal inducible por
interferdn gamma, que generan y recortan los determinantes antigénicos. La DM es una
molécula necesaria para el desplazamiento eficiente del péptido CLIP del surco del MHC
v su intercambio por los péptidos exdgenos. Esta molécula es eficaz en disaciar péptidos
de unién débil con la hendidura P1 de las moléculas HLA-DR1 (DR). El intercambio de
péptidos mediado por DM interactila de manera transitoria y repetida con moléculas de
MHC- II, generando continuamente una conformacion receptiva de péptidos que puede
escanear segmentos de antigenos parcialmente plegados uniéndose y disociindose
rapidamente hasta encontrar un péptido 6ptimo. El estudio del complejo DM/DR1 revels
que, durante la interaccion, DM provoca la inversién de un residuo de triptéfano (DRa
W43), que en el complejo peptidico DR1/HA interactiia con el residuo Tyr P1 del péptido
v los residuos hidrofébicos vecinos. La conformacién dindmica general del MHC-II,
ademas de la ocupaciéon de la hendidura P1, determina la susceptibilidad al intercambio
de péptidos mediado por HLA-DM y proporciona un mecanismo molecular para que el
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HLA-DM se dirija de manera eficiente a los complejos de péptidos/MHC-II (pMHC-II)
que no encajan bien, editindolos para que sean mas estables. Tras la eliminacién de CLIP,
la molécula DM avuda en la seleccidn de epitopos inmunodominantes al sesgar el
equilibrio del pMHC-II que es resistente a la disociacién mediada por DM. Por otra parte,
la proteina DO se plantea que puede intervenir de dos formas: uniéndose a DM para
inhibir su actividad, principalmente la eliminacién del péptido CLIP o afectando de
manera diferencial la presentacion de péptidos estructuralmente diversos y actuando
como una segunda chaperona junto con la DM para ajustar la seleccidn del repertorio
MHC-II.

También influyen en las propiedades inmunodominantes de los epitopos factores
estructurales como la ubicacién y su accesibilidad para ser capturados por el surco de las
moléculas MHC- II. Para la obtencion de las proteinas recombinantes se utilizé un diseno
con cola de Histidina para facilitar el proceso de purificacién. Pero debe tenerse en cuenta
que esta modificacién podria interferir en las caracteristicas inmunodominantes de los
péptidos que involucran estos residuos de Histidina. Hillier v colaboradores en el 2005
muestran evidencias sobre este planteamiento; va que, en el estudio de un candidato a
vacuna recombinante contra la malaria, LSA-NRC, un epitopo inmunodominante, el LSA
(434-453) ubicado en el extremo C de la proteina (residuos 434-443) contenia parte de
una secuencia espaciadora v 4 residuos de Histidina anadidos artificialmente a la proteina
con fines de purificacién. El péptido que contenia la secuencia espaciadora fue el finico
que en ratones indujo respuestas fuertes de células T dependientes de la dosis. Sin
embargo, en humanos no protegio a los individuos vacunados contra la malaria,
probablemente porque los individuos inmunizados reconocieron selectivamente el
epitopo que contenia el espaciador como el epitopo dominante, siendo diferente al péptido
nativo.

Otro ejemplo lo constituye el estudio realizado con la proteina PAD4 obtenida via
recombinante. Esta fue incubada con DR1 y DM seguido de la adicién de CatB, CatH v
CatS5, lo que permitio el procesamiento v la seleccién de antigenos. Los péptidos unidos a
DR1 (8 secuencias de péptidos derivados de PAD4) se analizaron por espectrometria de
masas y se verificd su inmunogenicidad. El tinico péptido que indujo una respuesta de
memoria contenia una parte de la secuencia espaciadora N-terminal (YEKAGFT) vy
residuos PAD4 N-terminales adyacentes. Cabe destacar que el espaciador agregado a esta
proteina PAD4 (que se llamara PAD4-A) era diferente en secuencia v su ubicacion
respecto del espaciador agregade a LSA-NRC. Por otra parte, otra proteina PAD4
recombinante (PAD4-B) idéntica en su secuencia PAD4 nativa, excepto por una secuencia
espaciadora diferente, GSAEGSS, también demosiré un cambioc en su epitopo
inmunodominante involuerando la regidén espaciadora. Estos resultados corroboraron
que con la adicién de la secuencia espaciadora la inmunogenicidad de la proteina PAD4-
A se desplazé de sus secuencias naturales a una secuencia artificial. Por lo tanto, cuando
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se trata del disefio de proteinas recombinantes como candidatos a vacunas, incluso los
cambios mas pequefios en la secuencia y/o la estructura de la proteina pueden alterar por
completo el procesamiento natural v la seleccion del epitopo inmunodominante.

También se establece una jerarquia inmunitaria cuando dos epitopos de diferentes
proteinas compiten por la misma molécula HLA-DR1, lo cual podria estar pasando en la
formulacién que combina PLDr 2J-L y CP4or 2J-L. Existen evidencias de esta afirmacién
demostradas por Sadegh-Nasseri y Kim, 2019 en un ensayo que utilizé una mezela de LSA-
NRC y proteina de influenza HA1-H5N1 en una proporecidn 1:1 para el procesamiento
simultaneo. Los resultados de la espectrometria de masas indicaron solo una senal traza
para LSA (436-449), pero picos prominentes derivados de H5N1-rHA1 que contenian HA
(259-274). Los resultados se wvalidaron in wvive cuando se inmunizaron ratones
transgénicos DR1 con una mezcla de proteinas LSA-NRC v HA1-H5N1 en una proporeién
1:1. El predominio del epitopo HA1-H5N1 no se redujo ni siquiera cuando las dos proteinas
se mezelaron en proporciones de 2:1 0 4:1 a favor de LSA. Un ensayo de proliferacién de
células T de memoria mostré que las células T respondieron solo al HA1 v a su epitopo
dominante HA (259-274), v no se observaron respuestas de memoria a LSA-NRC y LSA
(436-449). Existen mmiltiples razones que pueden contribuir a la inmunodominancia,
incluida la posibilidad de diferencias en la estabilidad v/o la resistencia a DM, sin
embargo, se demostré que ambos péptidos formaban complejos estables eon DR1 v eran
insensibles a DM lo que valida que la falta de presentacién de los epitopos dominantes de
LSA no se debia a una mala unién a DR1 o a la falta de resistencia a la disociacién mediada
por DM. Las diferencias en la presentacién de los epitopos inmunodominantes tampoco
se debid a una falta de susceptibilidad a la digestién con catepsina, va que ambos epitopos
sintéticos se digirieron cuando se incubaron solo con la mezela de catepsina. Sin embargo,
como proteinas de longitud completa, la ubicacién de los dos epitopos; en el extremo C de
la proteina (epitopo LSA-NRC) o parte de la cabeza HA1 fuertemente plegada (epitopo
HsNi-HA1 (259-274), hizo que la aceesibilidad a la catepsina fuera mas dificil. Por lo
tanto, se proporciona evidencia de que la ubicacién del epitopo y las restricciones
estructurales son contribuyentes a la seleccién de epitopos dominantes. La jerarquia de
epitopos probablemente se establece durante la competencia por la unién al surco MHC-
II v, como tal, eualquier factor que pueda causar un aumento en la longevidad de un
epitopo, o su captura rapida, podria contribuir a su surgimiento como dominante. Podria
ser el caso de CP40 el que sus epitopos inmunodominantes puedan wvolverse
subdominantes o cripticos cuando otros epitopos mas robustos (PLD) estin presentes
simultaneamente. La ubicacion de un epitopo en los extremos C o N de las proteinas
podria aumentar la probabilidad de su captura por el MHC-II, asi como la protesélisis por
las enzimas de procesamiento.

156



Compendio de revisiones en ciencias veterinarias, agroforestales, pesqueras y N 14
éreas afines. |/

Evaluaciéon de la respuesta inmune celular de la vacuna de subunidades PLD
v CP40 mediante la técnica de citometria de flujo

El desarrollo eficaz de las vacunas de nueva generacién requiere de la evaluacién de la
respuesta inmune celular. Existe una deficiencia en la presentacién de resultados de
inmunogenicidad ¥ seguridad a nivel celular, siendo mayvormente presentados estudios de
evaluacién de respuesta humoral. En nuestro trabajo se utilizé la técnica de citometria de
flujo para el analisis multiparamétrico de las principales poblaciones celulares que
participan en la respuesta del sistema inmune. La inmunofenctipificaciéon es la aplicacién
mas utilizada en Citometria de Flujo, donde se usa la capacidad inica de esta técnica da
analizar simultineamente poblaciones de eélulas evaluando miiltiples pardmetros. En el
presente trabajo se emplearon anticuerpos conjugados con fluorocromos dirigidos al
reconocimiento de antigenos en la superficie de las células. La mavoria de las células
inmunitarias tienen marcadores de CD especificos que las definen como una poblacién de
células. Estos marcadores de células se denominan marcadores de linaje (CD, Cluster de
Diferenciacidn) v se utilizan para definir células especificas. La poblacién de Linf B se
identified a través del marcaje de su antigeno de superficie CD19, el cual es una proteina
que se expresa temprano durante la diferenciacién de células pre-B v persiste hasta la
diferenciacion terminal en células plasmaticas. El porcentaje de LinF B a los 21 dias de la
primera dosis de los formulados fue superior en los animales de los grupos experimentales
G3 v G4 sin diferencias estadisticas significativas. En el grupo Gj los Linf B aumentaron
sus niveles en comparacién con los grupos controles, pero los valores se mantuvieron por
debajo de los alcanzados por los grupos donde estuvo presente el antigeno PLDr. Estos
resultados estin en concordancia con lo obtenido en el sistema ELISA donde el titulo de
Ac fue superior en los grupos experimentales inmunizados con PLDr. El comportamiento
tras una segunda inmunizacién (42 dias) mostré un aumento en los niveles de LinF B en
todos los grupos inmunizados (G3, G4 v G5) con diferencias estadisticas significativas en
comparacién con los grupos controles. Luego de 30 dias del desafio se observd un
aumento significativo en el porcentaje de LinF B en los grupos de animales vacunados,
siendo superiores en el grupo G3 (PLDr + CP4or), seguido de G4 (PLDr) v G5 (CP4or).
Anteriormente diseutimos la importanecia de la produceion de anticuerpas y la relevanecia
de los resultados en comparacién con otros formulados vacunales que han sido evaluados
incluyendo estas moléculas como antigenos. Las células B de memoria son importantes
en la inmunidad inducida por vacunas, va que pueden responder ripidamente a la
infeccidn contra el patégeno para brindar proteccién. Esta poblacién es heterogénea con
miltiples subconjuntos funcionales finicos. Los estudios realizados por He v
colaboradores en el 2017, sugieren que la funcionalidad delas células B de memoria podria
estar determinada por los marcadores del subconjunto CDBo, PD-L2 y CD73). La
expresion de CD8o v PD-L2 marca un subconjunto de LinF B de memoria que pueden
diferenciarse ripidamente en plasmablastos al reencontrarse con el antigeno segiin
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Zuecarino-Catania et al., 2014. Cuando se logra una afinidad elevada con los antigenos,
un subconjunto de células B puede diferenciarse en células plasmaticas de larga vida
(CPLV), las cuales son parte esencial del compartimento de memoria de las células B. Las
CPLV secretan constantemente una gran cantidad de anticuerpos, que son responsables
de mantener la concentracién de los Ac circulantes después dela eliminacién del antigeno.
Autores como Brynjolfsson et al., 2018; Khodadadi et al., 2019 plantean que estas células
residen principalmente en la médula ésea y son diferenciadas con una vida 1til que varia
de meses a décadas. Estos marcadores podrian ser evaluados en préximos estudios para
establecer el comportamiento de células de memoria ante la aplicacién de la vacuna.

El analisis de la poblacién de LinF T CD4+ indied que el grupo inmunizado con el
formulado con ambas proteinas fue el que mayor porcentaje presentd durante la
vacunacién y el desafio. La evaluacién del porcentaje celular de LinF T CD8+ luego de 30
dias post desafio (72 dias) indicé que el grupe G3 presenté los valores superiores, seguido
de G5 v luego G4. Las células T CD8+ son responsable de controlar las infecciones
provocadas por patdgenos intracelulares, lo que proporeciona una justificacién para incluir
estas respuestas en un disefio de vacuna. Generalmente, la respuesta inmune celular ha
sido evaluada a través del analisis del perfil de citocinas o del tipo de isotipo de
inmunoglobulina inducido por las vaecunas contra la LAC. Droppa-Almeida v
colaboradores en el 2016 identificd un perfil de IgG de tipo IgG2a, IgG2b & IgG3 (sin la
identificacién de IgG1) lo que sugiere que la respuesta inducida tras la vacunacién con la
proteina CP4or es de tipo Thi. Por otra parte Silva y colaboradores en el 2014,
evidenciaron en el grupo de animales inmunizados con CP40r un aumento significativo
de IgG1, cambiando el perfil a IgG2 luego del desafio. Este mismo grupo de investigadores
en el 2019, también evalué formulaciones con PLDr como parte de los antigenos y
demostraron que aumentaba la IgG 2, IFN-y, TNF-a, mientras que la IL-12 no fue
detectada. Leal v colaboradores en el 2018 reportaron que la aplicacién de una cepa de
Mpycobacterium bovis BCG transformada para la produecion de PLDr indujo un aumento
significativo en las IgG totales, IL-10 v IFN-y. En el 2024 Pinho v colaboradores evalué la
respuesta inmune de ratones vacunados con Mycobacterium bovis BCG transformada
para la produceién de CP40 o CPog720. Se encontrd una induceién significa de IFN-y e
IL-10 en el grupo M. bovis BCG/ep40 v se registraron niveles mas altos de IL-17 en el
grupo M. bovis BCG/epqo reforzado con CP4or en comparacién con sus niveles en el
grupo de control (p < 0,05). El analisis global del porcentaje de las poblaciones celulares
involueradas en la respuesta inmune inducidas a los 30 dias post desafio mostraron que
estas fueron superiores en los animales que recibieron la inmunizacién con ambas
proteinas PLDr 2J-L y CPqor 2J-L. Estos resultados demuestran el potencial de la
formulacién PLDr 2J-L vy CP4or 2J-L para inducir una respuesta de tipo humoral y celular,
senalando el aporte que cada antigeno brinda a la formulacién final.
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Los niveles de proteccion inducidos por las vacunas comerciales varian segiin el
pais donde han sido aplicadas, el tipo de hospedero ovino o caprine, las cepas bacterianas
circulantes, entre otros factores, siendo un denominador comin el efecto protector
parcial. Estas vacunas disminuven las manifestaciones clinicas de la enfermedad v
reducen los granulomas en los animales vacunados pero el porcentaje de proteccién varia,
reportandose valores que van desde 60 a 80 %. Las vacunas comerciales Glanvac 3 (Zoetis,
London) v Glanvac 6 (Zoetis, West Ryde, Australia), presentan formulaciones compuestas
por PLD de C. pseudotuberculosis v toxinas de Clostridium perfringens tipo D,
Clostridium tetani, Clostridium novy tipo B, Clostridium septicum v Clostridium
chauvoei. Los reportes de su aplicacion en diversos paises, principalmente Australia,
indican que disminuye los signos v sintomas clinicos de la enfermedad, asi como la
producecion de lesiones y abscesos.. En Australia se ha logrado una disminucién en la
incidencia de la enfermedad en ovinos y caprinos, con reportes de proteceidén que van
desde 25% hasta un 90% del total del rebanio. La evaluacién en el 2009 mostrd valores
aiin menores donde el rango de prevalencia fue de 26% a 5.9%. Las vacunas de gama
Glanvac representan una opcién para la inmunizacién de los rebafios; sin embargo, se
asocia a ellas algunas reacciones adversas leves como alopecia y fistulas en el sitio de
inoculacién v otras de mayor complejidad que incluyen la formacién de abscesos en el sitio
de inoculacion v choques anafilicticos, siendo estas reacciones mas severas en los
caprinos.

La vacuna Caseous D-T (Colorado Serum, EUA) es una variante que incluye toxinas
de Clostridium perfringens tipo D, Clostridium tetani, v de C. pseudotuberculosis. Este
inmunégeno se utiliza en Estados Unidos, los resultados de su aplicacion indican
proteccidén asociada con un menor desarrollo de abscesos. También se reportan efectos
adversos como: leve cojera v manifestaciones de molestias en ovinos jévenes y letargo en
general en gran parte de la poblacién vacunada. Esta vacuna también puede ocasionar
abscesos no deseados en el sitio de inoculacién, letargo, rigidez v fiebre, siendo estas
afectaciones de mayor envergadura en caprinos, incluyendo formacién de edema ventral,
ataxia v convulsiones, motivo que impide su aprobacién para la profilaxis en caprinos. El
estudio de esta vacuna en ovinos indico una disminucion en las lesiones caracteristica de
la LAC, donde de 20 animales solo 8 mostraron abscesos.

La vacuna Biodectin™ (Zoetis, Espafia), incluye antigenos de Clostridium
septicum, Clostridium novyi Tipo B, Clostridium tetani, Clostridium perfringens Tipo D,
C. pseudotuberculosis v Clostridium chauvoei v es utilizada en Espafia. El inmunégeno

LinfoVac (Laboratorios Vencofarma do Brasil) es fabricado en Brasil por la
Empresa Baiana de Desarrollo Agricola (www.ebda.ba.gov.br) en conjunto con el Instituto
de Ciencias de la Salud de la Universidad Federal de Bahia. Esta compuesta por la cepa
viva atenuada de C. pseudotuberculosis 1002 v su evaluacién experimental en ratones
mostré un B0% de proteccién ante el desafio con una eepa virulenta.
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Las vacunas comerciales favorecen la produccién de anticuerpos anti-exotoxina
PLD, los cuales protegen contra el dafio tisular v la diseminacién del microorganismo. Sin
embargo, los grupos de investigacion lideres en la tematica continifan trabajando en el
desarrollo de vacunas que activen la respuesta inmune de tipo celular, para lograr una
mayor proteccion, v disminucién en los efectos adversos.

Conclusion

La vacuna de subunidades PLD v CP40 mostré un aumento en la respuesta inmune
humoral y celular con diferencias estadisticas significativas tanto en las etapas de
vacunacion como lnego del desafio. El antizeno PLD constituye el factor de virulencia
principal de la bacteria, es una toxina con un elevado potencial para estimular la
activacién de la respuesta inmune de tipo humoral. Existe jerarquia entre los epitopos de
las proteinas v la presencia de epitopos inmunodominantes en la proteina PLD puede ser
uno de los factores que influyen en el predominio de Ac contra esta molécula. La respuesta
inmune celular evaluada mediante la fenotipificacion de las poblaciones de LinF B
(CDig+) y LinF T (CD4+, CD8+) por citometria de flujo fue superior en los animales del
inmunizados con ambas proteinas PLDr 2J-Ly CP4or 2J-L.
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