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INTRODUCCION

El virus del Maedi/visna (VMV) infecta al ganado ovino y caprino y pertenece al ampliamente
extendido grupo de lentivirus de pequefios rumiantes (LVPR) (Glaria et al, 2003). Hasta el
momento, las estrategias seguidas para la eliminacion de LVPR se han basado en el
diagnéstico de la infeccion y sacrificio de los animales seropositivos, pero no se han
desarrollado vacunas que prevengan eficazmente la infecciéon. En especies como la equina,
primates no humanos y humanos, el control de la viremia inicial tras la infeccion por
lentivirus esta asociado a la presencia de los linfocitos T citotéxicos (CTL) (McGuire et al.,
2004), si bien en las infecciones por VMV también se han detectado CTL en animales
infectados (Blacklaws et al., 1994, 1995b). Las vacunas generadas hasta el momento frente
al VMV han conseguido disminuir la carga viral tras el desafio con el VMV pero no prevenir
la infeccién virica crénica y pueden provocar un aumento de la lesiéon en érganos diana
(Reina et al., 2008). Algunas de ellas son vacunas ADN, capaces de generar respuestas
inmunes mediadas por células o por anticuerpos (Donnelly et al., 2005). En este estudio,
hemos realizado un analisis comparativo de los efectos que ejerce una vacunacion conjunta
con plasmidos recombinantes, que incluyen los genes gag y env del VMV, en presencia o0 no
de plasmidos recombinantes para distintos adyuvantes inmunolégicos (molécula
coestimuladora CD80 sdéla o con CD86; o interferon gamma, IFN-y), sobre la respuesta
inmune celular y si dicha respuesta ejerce una proteccion eficaz frente a la infeccién y/o las
respuestas inflamatorias (aparicion de lesiones).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 37 animales raza Lleyn de un afio de edad, libres de VMV. La inmunizacion se
realizé por la via epidérmica mediante el método balistico en las semanas 0 y 4 con
plasmidos pN3 recombinantes, concretamente pN3-gag y pN3-env, en presencia o no de los
adyuvantes pN3-CD80, pN3-CD86 o pN3-IFN (10 pg/plasmido/inéculo/animal),
estableciéndose los grupos de inmunizacién indicados en la Tabla 1 y un grupo control
inoculado con pN3 sin inserto. Se realizé un recuerdo (semana 10) con el virus vaccinia
Ankara recombinante (MVA) que expresaba el gen gag (MVA-gag) y el env (MVA-env) del
VMV. El desafio con el VMV se realizd con 1 x 10° TCIDs, a las 12 semanas de la primera
inmunizacion por la via intra-traqueal. El protocolo de inmunizacion-desafio utilizado fue el
descrito previamente (Niesalla et al., 2009). Se recogieron muestras de sangre de cada
animal a tiempo 0 y en las semanas 7, 12, 16, 20 y 24 y se extrajo suero para los ensayos
de respuesta de anticuerpos a la vez que se aislaron células mononucleadas sanguineas
(PBMC) para los ensayos de medicion de respuesta celular (respuesta linfoproliferativa
frente a antigenos GAG del VMV y actividad CTL frente a fibroblastos infectados con VMV)
segun la metodologia descrita (Reina et al., 2008). El grado de proteccion se cuantificd
determinando la carga proviral por PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR) de la region gag
en sangre, pulmén y ganglio mediastinico (MLN) y el grado de inflamacién/lesiéon de dichos
organos post-mortem (Reina et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la inmunizacion con plasmidos env y gag, el recuerdo con un MVA recombinante (MVA-
gag y MVA-env) y el desafio con VMV, en los 4 grupos inmunizados (Tabla1) se observaron
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diferencias significativas en respuesta inmune celular respecto del control sin inmunizar (n=
7-8 ovinos por grupo), a las semanas indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen del estudio comparativo de los grupos inmunizados con DNA y sometidos
a un desafio por VMV: respuesta inmune celular linfoproliferativa y de actividad CTL antes
del desafio y proteccion frente a la infeccion e indice lesional en examen post-mortem.

Grupos Respuesta inmune celular Proteccion
inmunizacion previamente al desafio con VMV tras el desafio con VMV
Linfoproliferativa Actividad CTL Porcentaje de indice lesional
(% animales) animales infectados
Sangre  Pulmény
MLN
gag-env Semana 12* Semana 12 (57%) 100 42,8 0,133
gag-env-CD80  Semana 12* Semana 7 (25%) 100 714 0,222*
gag-env- Semana 7*, 12* Semana 7* (62,5%) 50 25 0,233*
CD80-CD86
gag-env-IFN Semana 7*, 12* Semana 7 (48,5%) 100 57,2 0,120

* Diferencias significativas (P<0,05) respecto al grupo control.

La respuesta linfoproliferativa, generalmente de linfocitos Th, resulté significativa en todos
los grupos inmunizados previamente al desafio con el VMV (semana 12), siendo mas
temprana (semana 7) en los grupos que recibieron ambas moléculas coestimuladoras
CD80-CD86 y el grupo que recibié IFN-y, aunque se desconocia el perfil Th1-Th2 (de ayuda
a células CTL y B). Se detecté actividad CTL en todos los grupos inmunizados previamente
al desafio con el VMV (semana 12), pero sélo los grupos que recibieron adyuvantes
inmunoldgicos (moléculas CD80 y/o CD86; o IFN-y) presentaron una respuesta CTL
temprana (semana 7). Dentro de estos grupos, el que presenté mayor respuesta CTL en
dicho momento fue el que recibi6 CD80+CD86 (62,5%), difiriendo significativamente del
grupo control (P<0,05) seguido del grupo con IFN-y (48,5%) y del grupo con CD80 sélo
(25%), que no habia mostrado diferencias en respuesta linfoproliferativa, a la semana 7. Por
otra parte, el grupo inmunizado sélo con gag-env presenté respuesta CTL (57%) pero mas
tarde (en la semana 12) igual que habia sucedido en la respuesta linfoproliferativa. Asi, la
presencia de moléculas coestimuladoras probablemente favorecid la presentacion
antigénica en la vacunacion y generé linfocitos de memoria Th1 y pre-CTL. Tras el desafio
con el virus (semana 12), los grupos que recibieron las moléculas coestimuladoras CD80 y/o
CD86 presentaron menor numero de animales CTL-positivos que el grupo control, mientras
que los grupos con IFN-y y gag-env lo duplicaron. Al determinar el efecto protector de la
vacuna mediante Q-PCR se observd que el grupo que recibi6 ambas moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 mostré un grado de proteccion significativo, con un 50% de
los animales libres de infeccidn. Asi, esta proteccién se hallaba asociada a una temprana
respuesta significativa tanto de CTL como linfoproliferativa (semana 7). Ello permitiria una
prolongada expansién clonal, formacién de células de memoria pre-CTL y diseminacion de
las células CTL especificas de antigeno a distintos érganos eliminando al virus tras el
desafio. Sin embargo, esta proteccién (ausencia de carga viral) en el grupo con CD80 y
CD86, no conllevd un menor grado de lesiones en los 6rganos diana, pues éstos
presentaron en dicho grupo un mayor indice de patologia (lesién/inflamacién) que el grupo
control. Asi, la respuesta celular aumentada tras la vacunacion y el desafio con el virus
parece resultar en un mayor grado lesional (infiltracién linfoide y/o hiperplasia folicular). Este
incremento significativo de la lesién se encontrd en los dos grupos de animales inmunizados
con moléculas B7. Seria necesario prolongar el periodo de estudio para determinar si estas
lesiones terminarian por desaparecer o desembocarian en lesiones graves. En el caso del
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grupo que recibié el IFN-y, en el que la respuesta linfoproliferativa generada por la vacuna
fue similar a la del grupo con CD80+CD86 y la respuesta CTL temprana no fue significativa
pero si fue elevada tras el desafio, no hubo proteccién frente a la infeccion,. En conjunto,
estos resultados indican que el tiempo de aparicion de respuesta celular, el tipo de
respuesta (CTL, Th1, Th2), la calidad (memoria central frente a efectora) y la cantidad y
distribucion de las células CTL generadas por la vacuna son relevantes a la hora de eliminar
el virus de los o6rganos diana. Finalmente, la produccién de anticuerpos (inclusive
neutralizantes) no se hallé relacionada con la proteccion frente al virus en las condiciones
empleadas en este estudio (datos no mostrados), ya que no fueron detectados previamente
al desafio con el virus. En resumen, a pesar de la proteccion significativa frente a la
infeccion obtenida en el grupo inmunizado en el que se indujo mayor y mas temprana
respuesta CTL (gag-eng-CD80-CD86), es necesario incrementar dicha proteccion y
determinar si las lesiones en los 6rganos diana del virus tras el desafio desaparecen con el
tiempo. El desarrollo de métodos que induzcan una respuesta inmune, disminuyan en mayor
grado la proporcion de animales infectados y eviten el desarrollo de lesiones duraderas es
un desafio para futuros estudios de vacunacion frente a LVPR.
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EFFECT ASSOCIATED WITH CELLULAR IMMUNE RESPONSES UPON DNA-PRIME-
BOOST IMMUNIZATION AGAINST VISNA/MAEDI VIRUS

ABSTRACT: Visna/Maedi virus (VMV) establishes a life-long infection of sheep and belongs
to the small ruminant lentiviruses (SRLV). SRLV are widely spread and strategies based on
early diagnosis, management and culling of seropositive animals have been applied in order
to eradicate infection. However, efficient immunoprophylactic tools have not been developed
against SRLV and immunization has not conferred sterilizing immunity so far. Cytotoxic T-
lymphocytes (CTL) play an important role in immune control of both acute and chronic viral
infections and are key immunological mediators of viral clearance. Thus, a vaccine against
VMV that triggers CTL production would be expected to prevent infection and consequently,
lesion development. In this study we have shown that a DNA-prime boost vaccination regime
with two VMV genes (gag and env) and including or not an immunologic adjuvant (interferon-
gamma, IFN-y), B7 costimulatory molecules (CD80 and/or C86) followed by VMV challenge
has been assessed. The inclusion of immunologic adjuvants was successful in inducing a
CTL response in sheep, but only the group with both B7 molecules (gag-env-CD80-CD86)
was able to avoid partially virus infection (50% of the immunized animals were free of virus).
Interestingly, lesion development (mononuclear infiltrates) in the target organs (lung and
mediastinal lymph node) was not prevented in the protected group. Further studies to
improve the degree of protection against infection and determine the evolution of the lesions
originated upon vaccination-challenge are warranted.
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