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Resumen: | La rabia es una enfermedad que, una vez presente la sintomatologia

(max. 300 palabras)

tipica, tiene una altisima mortalidad, causada por el virus de la rabia
(RABV). La vacunacion es la Unica forma de prevenirla.

Este proyecto, continda la linea del PICYTD 2016 (“Desarrollo de
técnicas de downstream para la obtencién a escala de vectores virales
recombinantes”) y esta basado en el desarrollo de otra técnica
downstream de concentracion/purificacién antigénica con el fin de
comparar ambas metodologias y optimizar la plataforma productiva de
vacunas virales tomadas como modelo.

El Servicio Vacuna Antirrabica de la ANLIS Malbran tiene vasta
experiencia en el desarrollo de vacunas antirrabicas de 2° generacion,
basadas en amplificacion viral sobre cultivos celulares e inactivacion.
También realiza trabajos en cooperacion con el INTA. Como resultado

de esta interaccion se desarrollé un vector poxviral recombinante que

1 Segun Resolucion UNM- CS 848/21 Lineamientos estratégicos de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico 2022-2027.
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expresa la proteina G de RABV: virus vaccinia Ankara modificado
(MVA-RG). Nuestro grupo de investigacion demostré que induce
proteccion frente a RABV en el modelo murino.

Se parte de la hipotesis que la concentracion por ultracentrifugacion de
los antigenos vacunales RABV inactivado (VRI) y MVA-RG correlaciona
con un aumento de los niveles de proteccion frente al desafio con virus
rabico.

Los virus RABV y MVA-RG fueron amplificados sobre cultivo de células
BHK-21. RABV se inactivd quimicamente. Ambos stocks fueron
sometidos a un método de concentracion y purificacién por
ultracentrifugacion. Se evaluaron y optimizaron parametros tales como
tipo, tiempo y velocidades de centrifugacion para cada virus. Para
evaluar el grado de purificacion y la concentracién antigénica se
realizaron SDS-PAGE y Western Blot. Se llevaron a cabo pruebas de
potencias comparativas en modelo murino (método NIH) antes y
después de la concentracidn antigénica. Finalmente, se compararon los

resultados obtenidos para definir un protocolo de concentracién.

Palabras claves: | Vacunas, Rabia, concentracion, purificacion.

Parte |

Informe de resultados para el repositorio?2

1. Introduccién y objetivos (minimo 1 pagina- maximo 2 paginas)
- Realizar una presentacion general del estudio (tema/problema) y una justificacion de su relevancia (motivos para estudiarlo,
aportes potenciales).

- Indicar el objetivo general de la investigacion y los interrogantes efectivamente trabajados en el proyecto.
El concepto «Una sola salud» resume la nocion donde la salud humana y la sanidad animal son

interdependientes y estan vinculadas a los ecosistemas en los cuales coexisten. La OIE apoya y aplica
este enfoque para comprender los riesgos que deben afrontar la salud humana y la sanidad animal,
respecto a los animales domésticos o silvestres, y los ecosistemas’.

Las enfermedades de origen animal a las que el hombre es sensible, como la influenza aviar, la rabia, la
tuberculosis o la brucelosis, representan riesgos mundiales para la salud publica. La rabia es una
enfermedad zoondtica de evolucion aguda, habitualmente mortal. Es causada por el virus de la rabia (VR)
el cual se transmite entre algunas especies de sangre caliente y el hombre. El principal vector de contagio

del hombre son los perros y en menor medida los gatos.
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La rabia es una enfermedad que, una vez presente la sintomatologia tipica, tiene una altisima mortalidad.
Generalmente, tiene impacto sanitario en poblaciones pobres y vulnerables que no disponen o no tienen
facil acceso a las vacunas humanas e inmunoglobulinas. A pesar de ser una enfermedad totalmente
prevenible, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la rabia causa decenas de miles de
muertes cada afio, principalmente en Asia y Africa. La vigilancia, prevencion y el control estan centrados
en el eslabon animal, debido a que el humano adquiere la enfermedad mediante el contacto —mordedura,
lamido— con un individuo infectado?.

Actualmente, la baja disponibilidad de vacunas, especialmente de uso humano, es una sefial de alarma
para el Ministerio de Salud de la Nacion (MSAL), en su objetivo de controlar esta zoonosis que, de ocurrir
un evento en humanos, el tnico tratamiento eficaz es la vacunacién. Por este motivo, en un contexto de
soberania sanitaria y de estimulo de la produccidén publica de medicamentos, es de importancia
estratégica dotar al estado de una tecnologia de produccidén de vacunas de calidad con el objetivo de
contribuir a cubrir la demanda nacional de este biolégico, tanto de uso humano como veterinario.

En la actualidad, existe una tendencia a eliminar componentes de origen animal en los medios de cultivo
en los que crecen las células empleadas como sustrato para la replicacion viral, ya sea para vacunas de
segunda como de tercera generacion. Esta restriccion se fundamenta en la potencial presencia de
priones en los componentes de tales medios, por ejemplo, en el suero utilizado como aditivo. Por otro
lado, la demanda de vacunas de calidad y eficacia avanza en el sentido de las innovaciones tecnoldgicas.
Tanto en los paises de Europa como América del Norte se utilizan vacunas recombinantes para controlar
la rabia silvestre y/o doméstica, pero nuestro pais no dispone de este tipo de productos. Consideramos
que es de interés estratégico el desarrollo de una plataforma para dotar al Ministerio de Salud y
Desarrollo Social con este tipo de vacunas.

La Universidad Nacional de Moreno (UNM), en el marco de desarrollo de la carrera de Lic. en
Biotecnologia, se propone en llevar a cabo lineas de investigacion tecnolégica entre las cuales, la
vacunologia viral es un area tematica de interés. En tal sentido, se iniciaron convenios de colaboracion
con el Servicio Vacuna Antirrdbica (SVAR) perteneciente al Instituto Nacional de Produccion de
Bioldgicos (INPB) en el &mbito de la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud
(ANLIS) “Dr. Carlos G. Malbran” y con el Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO) del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria/ CONICET. Como consecuencia de los mismos, el proyecto
que aqui se describe involucra la necesidad de continuar con la implementacién de tecnologias de
procesos downstream para generar una plataforma optimizada para la elaboracion de vacunas virales,
tomando como modelo en este caso particular al VR.

Hipotesis: La concentracion por el método de ultracentrifugacion de los antigenos vacunales VR
inactivado (VRI) y Virus Ankara modificado que expresa el gen de la glicoproteina del VR (MVA-RG)
correlaciona con un aumento de los niveles de proteccion frente al desafio con virus rabico.

Obijetivo especifico 1: Implementar un método de ultracentrifugacion para VRI y para MVA-RG.
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Objetivo especifico 2: Comparar la inmunogenicidad de VRI y MVA-RG antes y después de ser sometidos

al proceso de concentracion por ultracentrifugacion.

Objetivo _especifico 3: Comparar la inmunogenicidad entre el VRI concentrado por los procesos

downstream desarrollados en este proyecto y en el citado en los antecedentes (ultrafiltracién tangencial).

2. Marco de referencia (min. 2 paginas- max. 5 paginas)

Describir en qué campo (tematico, disciplinar) se inserta la investigacion, indicando:

- estudios antecedentes (propios o no) sobre el tema, avances y areas de discusion.

- marco teorico o encuadre de referencia de la investigacion: conqué enfoque, conceptos, dimensiones omodelos se abordé el
tema/problema.

La rabia es una enfermedad viral zoonoética, que produce una encefalitis aguda casi siempre mortal una
vez que han aparecido los sintomas clinicos. En hasta el 99% de los casos humanos, el virus de la rabia
es transmitido por perros domésticos. La rabia afecta a animales domésticos y salvajes de sangre
caliente y habitualmente se propaga a las personas por inoculacion de saliva a través de mordeduras. La
rabia estd presente en todos los continentes, excepto en la Antartida, aunque mas del 95% de las
muertes humanas se registran en Asia y Africa. Se estima un nimero de 59000 muertes anuales en todo
el mundo. La rabia ocurre en dos formas epidemiologicamente diferentes: rabia urbana, con el perro
como reservorio y transmisor; y la rabia silvestre, con diferentes especies de vida silvestre actuando como
reservorios o transmisores?. El agente causal de la enfermedad de la rabia es el VR, miembro del género
Lyssavirus perteneciente a la familia Rhabdoviridae. EI genoma del VR esta constituido por una molécula
de ARN de cadena simple, no segmentada, de polaridad negativa, de aproximadamente 12 Kilobases
(Kb). Los genes N, P, M, G y L codifican para la nucleoproteina, la fosfoproteina, la proteina de matriz, la
glicoproteina y la proteina Large, respectivamente. Todas estas son proteinas estructurales. Los cinco
genes estan separados por secuencias intergénicas no codificantes compuestas por un dinucleétido entre
los genes Ny P, dos pentanucleétidos entre los genes Py My My G y una secuencia de 423 nucledtidos
(entre G y L), que son unicos para los lyssavirus La proteina G es la unica proteina viral glicosilada.
Produce las proyecciones triméricas tipo espigas o peplémeros en la superficie de la envoltura viral. La
molécula de G esta glicosilada con oligosacaridos de cadena ramificada, que representan el 10-12% de la
masa total de la proteina. Es responsable de la adsorcion del virus a su receptor especifico presente en la
superficie de las células blanco3.

La proteina G es el principal antigeno viral contra el que estan dirigidos los anticuerpos neutralizantes
producidos por la respuesta inmune del huésped. Se estima que hay alrededor de 450 trimeros de
glicoproteina G, distribuidos en la superficie exterior de cada virion. La vacunacion es la herramienta
principal para la prevencion y control de la enfermedad. Sin la administracién de vacuna, la progresion de
la infeccién por VR lleva a la muerte del individuo. La primera generacién de vacunas humanas utilizadas
se basaba en la amplificacion de cepas vacunales virales en tejido nervioso animal (cabra, conejo, raton
lactante, rata lactante) y una posterior inactivaciéon por métodos fisicos como la luz ultravioleta. Hay una
tendencia mundial para discontinuar su produccién y, por ende, su utilizacion dado que, por su

naturaleza, existe registro de aparicién de eventos adversos de sindromes tipo Giullain-Barré4. La
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presencia de mielina presente en el tejido nervioso utilizado como sustrato, puede generar la aparicién de

anticuerpos contra la mielina propia de los individuos vacunados, con la consecuente respuesta
autoinmune. Otra desventaja de estas vacunas es que se necesitaban un nimero muy alto de
administraciones para lograr la inmunizacién (el Ultimo esquema aprobado abarcaba 10 dosis en el rango
de 1 mes). Es por estos motivos que la OMS/OPS ha recomendado la utilizacion de vacunas de segunda
generacion que, en lugar del tejido nervioso, la amplificacion viral se realiza sobre cultivos celulares y son
inactivadas por métodos quimicos. Este tipo de vacunas son las mas ampliamente elegidas como
tratamiento tanto pre como postexposicién a nivel mundial.

Tienen un mejor perfil de seguridad y una mayor potencia que la generacion anterior, con la consecuente
disminucién de dosis necesarias para obtener un titulo de anticuerpos protectores: 3 dosis en un periodo
de un mes®. Si bien estas vacunas son efectivas, presentan ciertas desventajas relacionadas con su
obtencion y administracion. Esto se debe a que su control requiere la utilizacién y el sacrificio de un gran
nimero de animales, y la manipulacion de grandes cantidades del patégeno en plantas productoras, con
estrictas condiciones de bioseguridad. Esto implica que el personal debe estar especificamente entrenado
y poseer inmunidad, con un titulo de anticuerpos protectores validado. Entre las desventajas inherentes a
su aplicacion podemos mencionar la aparicion de reacciones adversas locales asociadas a los
adyuvantes presentes en la formulacion y la posibilidad de transmisién de patégenos no detectados
(virus, bacterias, priones).

La necesidad de disponer a nivel mundial de vacunas antirrabicas seguras, efectivas y de bajo costo ha
llevado al desarrollo y evaluacion de nuevos inmundgenos desde hace aproximadamente tres décadas.
En este sentido, existen numerosos informes en la bibliografia que describen la utilizacion de vectores
virales (replicativos o no) para el clonado y la expresion de la glicoproteina G del RABV, principal
antigeno responsable de inducir inmunidad celular y humoral protectora en el hospedador5é. De este
modo, se obtuvieron virus recombinantes basados en adenovirus canino y humano, en herpesvirus
canino, en virus rabico no replicativo, en virus de la pseudorrabia y en los siguientes pxvirus: vaccinia;
virus vaccinia Ankara modificado (MVA); racoonpox, fowlpox y canarypox (CNPV). El desarrollo local de
una MVA portador del gen de la glicoproteina G (MVA-RG) ha dado resultados satisfactorios en cuanto, la
inmunizacion de ratones y otras especies con estos vectores confirié proteccion frente al desafio letal con
VR7,8,9.

En Argentina, el ultimo caso de rabia humana data de 2008 en la provincia de Jujuy. La rabia canina esta
restringida a las provincias del norte, pero controlada, gracias a la intervencidn de los estados nacional,
provincial y municipal con campafias de vacunacién y de promocién y prevencion de la salud. La rabia
paresiante abarca una mayor zona de influencia llegando ya al norte de la Patagonia, consecuencia de la
migracion y distribucion de murciélagos hematofagos, el reservorio mas importante del RABV en la
actualidad en nuestro pais*?.

La vacunacién es el método mas efectivo para la profilaxis y el control de la enfermedad en zonas

endémicas. Las vacunas antirrabicas convencionales estan basadas en el virus rabico amplificado tejido
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nervioso de animales lactantes (Fuenzalida-Palacios, 1° generacion) o en cultivos celulares (2°

generacion) y, posteriormente, inactivado. Las vacunas de 3° generacion son aquellas que se producen
utilizando técnicas de ingenieria genética (a subunidades, vectorizadas, etc.).

Siguiendo recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud, en Argentina se discontinu¢ la
produccion de vacunas antirrabicas tradicionales tipo Fuenzalida-Palacios, producida por amplificacion
viral en tejido nervioso animal, para suplantarla por vacunas mas seguras y eficaces. Actualmente, se
utilizan vacunas de segunda generacion; se aplican tanto a nivel humano como veterinario y son
importadas o adquiridas a productores privados locales, en su gran mayoria!.

El SVAR tiene vasta experiencia en el desarrollo de vacunas antirrabicas de segunda generacion,
basadas en amplificacion viral sobre distintos tipos de cultivos celulares y su posterior inactivacion?2.
También realiza trabajos en cooperacion con el IABIMO. Como resultado de esta interaccion se
desarrollaron vectores poxvirales recombinantes que expresan la glicoproteina del virus rabico: virus
CNPVe y MVA®. Nuestro grupo de investigacion demostro que los virus recombinantes CNPV y MVA que
expresan la glicoproteina del virus rabico inducen proteccion frente al desafio con dicho patogeno en el
modelo murino. De esta forma, estos vectores virales son potenciales candidatos a vacunas antirrabicas
de tercera generacion.

Por otra parte, en el ambito de los Proyectos de Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecnoldgico
(PICYDT) convocatoria 2016, promovidos por la Universidad Nacional de Moreno (UNM), se llevé a cabo
el proyecto denominado “Desarrollo de técnicas de downstream para la obtencién a escala de vectores
virales recombinantes” (gjecucion 01/04/2018 y el 30/03/2019).

Los resultados obtenidos en este proyecto mostraron la satisfactoria concentracion de virus rabico
(RABV) inactivado (vacuna segunda generacién) por el método de ultrafiltracion tangencial y la
consiguiente mejora del nivel de proteccién frente al agente infeccioso. Es importante destacar que el
empleo de virus rabico inactivado permite trabajar en condiciones de bioseguridad menos rigurosas que
las exigidas en estos mismos procesos cuando se manipula virus vivo patégeno.

Se establecieron parametros que podran ser extrapolados de manera sencilla para el procesamiento
downstream de lotes de vacuna antirrabica de tercera generacion.

Este proyecto, se define como continuacion del PICYTD 2016 y esta basado en el desarrollo de otra
técnica downstream de concentracién/purificacion antigénica con el fin de comparar ambas metodologias

y optimizar la plataforma productiva de vacunas virales tomadas como modelo.

3. Métodos y técnicas (min. 2 paginas- max. 4 paginas)

Indicar el trabajo de campo, documental y/o de laboratorio realizado, la forma de recoleccion de datos y sus fuentes. Al respecto,
describir los métodos, técnicas, instrumentos y materiales utilizados para indagar el problema de investigacion. Explicitar las
unidades de andlisis, los criterios de seleccidn de muestras o casos. Indicar asimismo las formas de procesamiento y analisis de
los datos recolectados.

Se descongeld una ampolla del banco trabajo de células BHK-21 en frascos de cultivo de 25 cm2. Al

llegar a un 80% de confluencia, las células en monocapa fueron amplificadas por sucesivos repiques en
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frascos de 75 y 150 cm? mediante tripsinizacion y crecimiento a 37°C con medio de cultivo MEM-D

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).

Virus rabico cepa CVS-Malbran fue amplificado sobre la biomasa celular producida y descripta en el
parrafo anterior. Para ello, las monocapas celulares fueron lavadas 3 veces con medio sin suero para
eliminar el SFB. Luego del Ultimo lavada, los frascos de cultivo quedaron en agitacién a temperatura
ambiente por 30 minutos. Una ampolla del stock viral almacenado a -70°C fue descongelado para
proceder a diluilo en medio sin suero, de forma tal de que el indculo viral agregado a los frascos de
cultivo de 150 cm? sea de 7 ml para una multiplicidad de infeccion de 0,3. El proceso de adsorcion viral
por reconocimiento del receptor de membrana de las células se realiz a temperatura ambiente por 90
minutos. Finalmente, se completd a volumen con medio suplementado con 2% de SFB y antibi6tico
Penicilina-Estreptomicina 1X'y la infeccion se realizé en estufa a 33°C. Se realizaron cosechas sucesivas
de sobrenadante a las 48 hs (COS I), y luego cada 72 hs (COS II, Il y IV) hasta desprendimiento de la
monocapa celular. Luego de cada cosecha, el medio de cultivo suplementado fue repuesto para sostener
el mantenimiento celular. Las cosechas fueron conservadas a -70°C y a cada una se le realizé control de
esterilidad y titulacién por ensayo de neurovirulencia en raton. El ensayo de esterilidad se realizé segun
Farmacopea, en caldos sabureaud, tripticasa-soja y tioglicolato, en un periodo de 14 dias. El ensayo de
titulacion se realizd segun método NIH in vivo. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 de cada
cosecha. Grupos de 10 ratones fueron inoculados intracerebralmente con 0,03 ml de cada dilucion y
fueron observados durante 14 dias. En ese lapso, se registraron diariamente tanto presencia de
sintomatologia compatible con enfermedad de la rabia como la muerte de los animales. Al dia 14 se
analizaron los resultados de cada cosecha estadisticamente bajo el método de Reed-Muench?.

Se poolearon aquellas cuyo titulo era mayor o igual que 1080 DLsi/ml y se inactivaron con
betapropiolactona (1:4000) durante 48°C a 2-8 °C. Luego se agregé thimerosal como conservante en
concentracion final 1:10000. Finalmente se llevo a pH 7,2-7,4 con HCI 0,2N. Para eliminar detritus
celulares, se procedio a clarificar la suspension por centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos, a una
temperatura de 2-8 °C. El VRI obtenido fue controlado mediante ensayos de esterilidad, de igual forma a
la descripta en el parrafo anterior y de inocuidad en modelo murino. Este Ultimo ensayo consiste en
inocular 0,03 ml del producto por la via intracerebral en 20 ratones cepa NIH de 14-16 g de peso. Los
animales son observados durante un periodo de 21 dias. Si en ese lapso, ningiin animal presenta
sintomatologia compatible con enfermedad de la rabia o muere, el ensayo se considera satisfactorio y el
producto, inocuo, es decir, el VR fue inactivado correctamente y no existen particulas virales viables. De
llegar a aparecer algun raton con sospecha de rabia, se procede a confirmar el diagnostico de la muerte
por técnicas moleculares, inmunofluorescencia directa en muestra de cerebro o inoculacién en modelo
murino de un homogenato del cerebro del animal muerto.

Por otro lado, otro lote de células BHK-21 crecidas en monocapa en las mismas condiciones que las

descriptas anteriormente, fueron infectadas con un stock viral de MVA-RG con una multiplicidad de

infeccion de 0,1 y mantenidas con MEM-D suplementado con SFB al 2% y Penicilina-Strepctomicina 1X.
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La unica diferencia en comparacion al procedimiento realizado con VR y detallado anteriormente,

consistié en que la infeccion de realizé a 37 °C. Se cosecharon los sobrenadantes a los 5 dias luego de
evidenciar al microscopio la presencia de efecto citopatico. Cada frasco de cultivo fue sometido a 3 ciclos
de congelamiento a -70 °C y descongelamiento y, luego, fueron sonicadas, a fin de liberar el virus
intracelular. Se poolearon las cosechas de cada frasco de cultivo y se realizé una clarificacién por
centrifugacion a 5000 rpm durante 10 munutos, a una temperatura de 2-8 °C. Al producto final se le
realizé un control de esterilidad, segin Farmacopea, como fue descripto en parrafos anteriores. La
cuantificacién de MVA-RG fue realizada por el método de titulacion (unidades formadoras de placas de
lisis) en cultivo primario de células fibroblasticas de embrion de pollo. EI MVA-RG tiene insertado en su
genoma en el gen de la enzima marcadora GUS (beta-glucoronidasa). Esta enzima, en presencia del
sutrato X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronic acid), produce una reaccién colorimétrica
que evidencia la presencia de MVA-RG. Es una titulacion en medio semisélido de diluciones seriadas en
base 10 del stock viral y se informa como unidades formadoras de placa (UFP)/mL.

Tanto el VRI como el MVA-RG fueron sometidos a un método de concentracién y purificaciéon por
ultracentrifugacion. El equipamiento utilizado fue una centrifuga marca Coulter Beckman Avanti J-26 XP.
Dada la disponibilidad de un Unico rotor (de angulo fijo JA-25.50) y sus tubos correspondientes (6 tubos
por ciclo de 42 ml de capacidad) se concentraron a 33.000 G durante 3 hs a 5°C. Los pellets de cada tubo
fueron resuspendidos en 2 ml PBS 1X pH 7,4 y pooleados. Se cuantificaron las proteinas por método de
Bradford. Se realizd6 un SDS-Page para control del proceso. Se definieron con productos finales de este
proyecto el VRI'y el MVA-RG, concentrados y purificados (VRIcp y MVA-RGep, respectivamente).

Coémo analisis final del proceso, se realizd un ensayo de potencia relativa basado en el método NIH.
Grupos de 10 ratones cepa NIH entre 14 y 16 g de peso fueron inoculados por la via intraperitoneal con
0,5 ml de producto (VRI'y VRIcp sin diluir y diluidos 1/5), en un esquema de 2 dosis separadas con un
intervalo de 7 dias. A los 7 dias de la segunda dosis, todos los ratones fueron desafiados
intracerebralmente con 0,03 ml de VR cepa desafio (stock viral producido en cerebro de ratén de titulo
107DLso/ml) y fueron observados durante 14 dias. En ese lapso, se registraron diariamente tanto
presencia de sintomatologia compatible con enfermedad de la rabia como la muerte de los animales. Al
dia 14 se analizaron los datos registrados. En paralelo se realizé una titulacion del virus desafio, de igual
forma a la descripta para cosechas de VR, para validar el ensayo. Se deben inocular 12-50 DLs/ratén, en
el volumen de administracién de 0,03 ml, para que sea considerado aceptado.

Para cumplir con el objetivo final del proyecto, se procedié a realizar una potencia segiin método NIH
entre el stock producido en este proyecto (bulk) concentrado por la metodologia de ultracentrifugacion
definida y por un proceso de ultrafiltracion tangencial (UFT) descripto en el PICyDT 2016 “Desarrollo de
técnicas de downstream para la obtencion a escala de vectores virales recombinantes”. El ensayo
de potencia para evaluar la eficacia de una vacuna refiere a una vacuna de referencia (provista por

SENASA) que tiene un valor asignado de 1 Ul/ml. Tanto las vacunas a evaluar como la referencia fueron

diluidas en base 5. Grupos de 10 ratones cepa NIH entre 14 y 16 g de peso fueron inoculados por la via
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intraperitoneal con 0,5 ml de cada dilucién de cada producto (VRI 'y VRIcp sin diluir y diluidos 1/5), en un

esquema de 2 dosis separadas con un intervalo de 7 dias. A los 7 dias de la segunda dosis, todos los
ratones fueron desafiados intracerebralmente con 0,03 ml de VR cepa desafio (stock viral producido en
cerebro de raton de titulo 107.9DLse/ml) y fueron observados durante 14 dias. En ese lapso, se registraron
diariamente tanto presencia de sintomatologia compatible con enfermedad de la rabia como la muerte de
los animales. Al dia 14 se analizaron los datos registrados. En paralelo se realizé una titulacion del virus
desafio, de igual forma a la descripta anteriormente, para validar el ensayo. Se deben inocular 12-50
DLs¢/raton, en el volumen de administracion de 0,03 ml, para que sea considerado aceptado. El analisis
estadistico se basd en el método de Reed y Muench, con un analisis comparativo de las diluciones de

vacuna que protegen al 50% de los animales inmunizados (DPso).

4. Resultados y discusion (min. § paginas- max. 15 paginas)

Desarrollar los resultados, en relacion a los objetivos del proyecto, especificando (de ser posible) los siguientes aspectos:

- nuevos conocimientos obtenidos sobre los casos o unidades bajo estudio.

- avances en materia de conocimiento cientifico sobre el temabajo estudio, formulacién de enfoques originales e innovadores
(modelos, conceptos, etc.).

- Contribuciones para la resolucion de problemas especificos y/o formulacién de herramientas de intervencion, disefio o mejora
de productos y procesos.

Por Ultimo, desarrollar las conclusiones y reflexiones finales a las que se llegé luego de la investigacion, en relacion a los
interrogantes y objetivos planteados.

Produccion de stock de VRI: No se observé crecimiento bacteriano ni flngico en ninguna cosecha de
virus rabico, resultando estériles. La COS | fue descartada por tener un titulo inferior a 1089 DLso/ml. Las
cosechas II, Il y IV fueron pooleadas por tener titulos superiores al valor de corte. El titulo del pool en
muestra tomada previa a la inactivacion fue de 1088 DLso/ml. El ensayo de esterilidad al VRI clarificado
resulté satisfactorio y no produjo enfermedad en los ratones que participaron del ensayo de inocuidad. El
volumen final de producto obtenido fue de alrededor de 500 ml.

Produccion de stock de MVA-RG: No se observd crecimiento bacteriano ni fingico en el pool de cosechas
clarificado, resultando estéril. La titulacién dio como resultado un valor de 1058 UFP/ml. El volumen final
de producto obtenido fue de alrededor de 250 ml.

Luego de la ultracentrifugacion de cada suspension viral, la cuantificacion de proteinas resulté 3,0 mg/ml
para el VRI sin concentrar y 0,08 mg/ml luego de la ultra. Para el MVA-RG, los resultados fueron 3,6
mg/ml y no detectable, respectivamente. Para confirmar la perdida de proteinas en el procedimiento
referido al MVA-RG, el producto obtenido luego de la ultracentrifugacion, se titulé por UFP como fue
descripto, resultando < 1020 UFP/ml.

En el SDS-Page realizado a las muestras correspondientes a VRI, acorde a la medicién de proteinas, se
visualiza una purificacién evidenciada por la presencia de la banda de la glicoproteina del RABV en la
banda de aproximadamente 60 Kd. También se puede observar la presencia de la albimina del SFB del

medio de cultivo en la banda de 60 Kd en la banda de los sobrenadantes de la ultracentrifugacion.
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El ensayo de potencia fue validado con 32 DLso de virus desafio inoculadas a cada raton. El 100% (10/10)
de los ratones inmunizados tanto con VRIcp sin diluir y diluido 1/5 no mostraron sintomatologia
compatible con rabia y sobrevivieron al ensayo. EI 90% (9/10) de los ratones inmunizados con VRI sin
diluir y el 70% (7/10) de los ratones inmunizados con VRI diluido 1/5 sobrevivieron al ensayo, sin
evidenciar manifestaciones compatibles con rabia.

La potencia del bulk resulté 1,1 Ul/ml, mientras que luego de ser procesado por ultracentrifugacion y UFT
arroj6 valores de 1,6 y 2,1 Ul/ml, respectivamente, ensayo validado por el resultado de 32 DLs; de virus
desafio inoculadas a cada raton.

El stock de VRI pudo producirse sin inconvenientes, resultando un producto estéril y, en base a la
experiencia previa del grupo de trabajo, el titulo viral obtenido es acorde a los resultados que se obtienen
de rutina en el SVAR para la infeccion de células en monocapa. El stock de MVA-RG producido, en
cambio, tuvo un titulo por debajo de lo esperado, ya que para que en los ensayos in vivo se observe una
buena eficacia vacunal, el titulo debe ser alrededor de 1070 UFP/ml. A pesar de ello, se procedio a
realizar la ultracentrifugacion para ambos stocks. Cuando se analizan los resultados obtenidos tanto por
cuantificacién proteica como por SDS-Page para el VRI, de puede ver cémo la concentracion proteica
disminuye en funcién de la purificacion ya que la fraccién mayoritaria corresponde a albimina presente en
el medio de cultivo suplementado en el que se produjo la infeccién. La albumina podemos ver que queda
en el sobrenadante, mientras que particulas de VRI son pelleteadas. Segun los resultados obtenidos en la

cuantificacién de proteinas se puede suponer que el MVA-RG no pudo ser pelleteado en estas

condiciones. Esto correlaciona con la titulacion de una alicuota del pellet, que arroja un valor inferior a la
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sensibilidad del método. Por ese motivo, no se realizé el SDS-Page correspondiente al MVA-RG ya que

no se habia cumplido el objetivo de su concentracion y purificacion.

A partir de este punto, lamentablemente, se decidi6 trabajar sélo con el VRI en los ensayos in vivo, para
minimizar la utilizacién de ratones, dados los resultados obtenidos in vitro con el MVA-RG.

En la potencia comparativa, se observa que que % de sobrevivientes en los animales inmunizados con el
VRlcp diluido 1/5 y sin diluir es del 100%, comparado con la inmunizacién con VRI que produce 70y 90%,
respectivamente. Este resultado es esperable, ya que vimos por técnicas in vitro que se habia producido
una concentracion del VRI, con lo cual el resultado correlaciona de alguna manera. Cabe destacar que
las técnicas in vivo son poco reproducibles ya que dependen de muchas variables ademas de la calidad
del inmundgeno como pueden ser el estado de salud de los ratones, quien es el encargado de realizar el
ensayo, la temperatura, etc.

Finalmente, se realizé la potencia entre el stock de VRI sometidos a los procesos de UFT, por un lado, y
ultracentrifugacion por otro. Luego del procesamiento del bulk por ambos métodos, se observa un
aumento de la potencia (Bulk 1,1 Ul/ml; UFT 2,1 UFT/ml; UC 1,6/ml). El aumento es mayor en el producto
ultrafiltrado, algo esperable en funcién del tipo de metodologia propuesta, ya que los procesos de
ultracentrifugacion, mas alla de permitir la purificacion del VRI, conlleva a la pérdida de masa antigénica.
En cambio, la UFT permite eliminar medio y algunas impurezas, pero tiene poca pérdida de VRI.

Ambos métodos cumplen con el objetivo de concentrar y purificar el VRI. Para definir cual es mejor,
dependera del volumen a procesar ya que la UFT permite trabajar con volimenes mayores. A nivel

productivo, es una cuestion clave para decidir qué proceso utilizar.

5. Nuevos interrogantes y lineas de investigacion a futuro
Consignar si la investigacion hizo surgir nuevos interrogantes o si emergieron potenciales lineas de investigacion a desarrollarse
en el futuro a partir de los hallazgos.

Este proyecto, como continuaciéon de la optimizacién de procesos downstream de concentracion y
purificacién especifica de VRI, cumplio con los objetivos propuestos. Luego del analisis de los resultados
y del grado de calidad requerido por la autoridad regulatoria para la produccién de una vacuna de uso
humano, podemos plantear que estas dos metodologias en serie, podrian ofrecer un producto de alta
calidad y eficacia. Un paso de UFT en primera instancia, permitiria una concentracién y reduccion del
volumen de producto, y luego, un paso de ultracentrifugacion, lograria una purificacion del VRI, con la
consecuente eliminacién de impurezas, para obtener un producto de alta calidad.

El trabajo con MVA-RG debe continuar ya que si bien no se obtuvieron los resultados esperados, sigue

siendo un producto con mucho potencial como candidato vacunal dado su perfil de seguridad.
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Parte Il

Dimensiones de cumplimiento del Plan de Trabajo

1. Balance de cumplimiento del Plan de Trabajo

Describir el grado de cumplimiento de las actividades planeadas. Dificultades encontradas y qué reorientaciones o
soluciones se adoptaron para desarrollar el plan de trabajo. Actividades no planificadas.
Actividades efectivamente realizadas: Por el contexto pandémico, se demoré la produccién de los virus.

Tanto el MVA-RG como el VRI fueron producidos satisfactoriamente. Los procesos de ultracentrifugacion
requirieron de una logistica especial, que dependia de la disponibilidad de las instalaciones del BSLIII
donde estaba ubicado el equipamiento necesario. Dado la utilizacion del BSLIII para tareas relacionadas
con la funcion de la ANLIS en lo que respecta al trabajo de diagnéstico y vigilancia del SARS-CoV-2, la
autorizacidn para el ingreso se retraso, pero pudieron ser realizados.

Actividades no previstas: El VRI obtenido, dado su grado de pureza y concentracion, fue utilizado en el

desarrollo de un enzimoinmunoensayo tipo ELISA para la deteccién de anticuerpos antirrabicos.

2. Consolidacion del equipo de investigacion



