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La rabia es una enfermedad de curso agudo que, una vez pre-
sente la sintomatologia tipica, tiene una altisima mortalidad. El
Unico tratamiento eficaz es la vacunacion.
Las respuestas humoral y celular inducidas por vacunas antirrabi-
cas son consideradas mecanismos importantes para la protec-
cién contra la rabia, sin embargo, se han reportado diferencias
en la respuesta celular inducida por vacunas atenuadas o inacti-
vadas. Estas Ultimas son denominadas de segunda generacion y
producidas por amplificacién viral sobre sustrato celular y poste-
rior inactivacién del virus obtenido. El Bacilo Calmette-Guérin
(BCG), una de las vacunas mdas ampliamente usada a nivel mun-
dial, se encuentra entre los inmunomoduladores usados para
mejorar el efecto de la vacunacién. BCG produce una respuesta
inmune que incluye reaccidn de hipersensibidad retardada, pro-
duccién de interferon gamma y diversas interleukinas para dar

una respuesta de tipo Thil.

1 Segun Resolucién CS 326/17 Lineas de investigacion cientifica y desarrollo tecnolégico prioritarias
2016-21/6 Res. R 449/18 Lineamientos estratégicos generales de Investigacion y transferencia 2019/21
del CEDET
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En este proyecto, se propone desarrollar una plataforma de cul-
tivo en suspensidn con medios libre de suero de células BHK, sus-
ceptibles a infeccién con virus rabico (VR) y virus recombinante
MVA (modified Virus Ankara), portador del gen de la glicopro-
teina rabica (candidato vacunal recombinante). Este desarrollo
implica la puesta a punto del sistema de cultivo optimizando pa-
rametros y variables definidos, para luego ver la productividad
viral en cada caso. Luego, para cada stock viral se evaluara su po-
tencia antigénica frente al desafio frente a virus rabico en el mo-
delo murino. En esta etapa se evaluara el rol del agregado de BCG
como inmunomodulador, analizando si existe un mejoramiento
de la respuesta in vivo, traducido como aumento en la potencia
de cada inmundgeno.

Palabras claves: | Vacunas, Rabia, BCG, adyuvante.
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Parte |

Informe de resultados para el repositorio2

1. Introduccion 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.

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. Actualmente, la
baja disponibilidad de vacunas, especialmente de uso humano, es una sefial de alarma para el
Ministerio de Salud de la Nacién (MSAL), en su objetivo de controlar esta zoonosis que, de ocu-
rrir un evento en humanos, el Unico tratamiento eficaz es la administracion de estos inmunobio-
l6gicos. Por este motivo, en un contexto de soberania sanitaria y de estimulo de la produccién
publica de medicamentos, es de importancia estratégica dotar al estado de una tecnologia de
produccidn de vacunas con el objetivo de contribuir a cubrir la demanda nacional de este biolo-
gico, 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 generacidn. Esta restriccién se fundamenta en la po-
tencial presencia de priones en los componentes de tales medios, por ejemplo en el suero utili-
zado como aditivo. En tal sentido, se propone establecer un protocolo de produccién en el cual
se utilice medio de cultivo libre de dicho componente (Serum Free Medium SFM). Este insumo
es de origen comercial y estan disefiados especificamente para cada linea celular. Por otro lado,
la demanda de vacunas de calidad y eficacia avanza en el sentido de las innovaciones tecnoldgi-
cas. Tanto en los paises de Europa como América del Note 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 MSAL con de 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 tecnoldgica entre las cuales, la vacunologia viral es un area tematica de interés. En
tal sentido, se inicié un convenio de colaboracién con el SVAR. Como consecuencia del mismo,
el proyecto que aqui se describe involucra la necesidad de implementar tecnologias de cultivo
celular a escala para optimizar la elaboracién de vacunas virales. Este nuevo proyecto comple-
menta el anterior enfocado en el desarrollo de tecnologias downstream.

Hipotesis: Las células BHK son capaces de crecer en suspension con medio libre de suero a una
densidad celular que correlacione con una alta productividad viral, luego de ser infectadas tanto
con virus rabico como con el vector recombinante MVA-RG. Objetivo General: Desarrollar una

plataforma de produccidn de dos tipos de vacunas antirrabicas veterinarias con medio libre de

2 Se solicita brindar informacion detallada en los campos que componen esta Parte |, ya que sera publicada en el Repositorio online
de la UNM. Esto permitira difundir de manera amplia la investigacion, sus resultados y visibilizar la labor de los miembros del equipo
de investigacion.
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suero, utilizando virus rabico inactivado o un vector recombinante, portador de la glicoproteina

viral. Objetivos especificos: 1). Poner a punto un sistema de crecimiento de células BHK en sus-
pension con medio libre de suero. 2). Optimizar el proceso de infeccion de las células obtenidas
en el objetivo 1) con virus rabico (objetivo 2) o con el vector recombinante MVA-RG (objetivo
3). 4). Evaluar el efecto adyuvante de distintas dosis de BCG para vacunas antirrabicas de se-
gunda (objetivo 4) o tercera (objetivo ) generacién.

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

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

- estudios antecedentes (propios 0 no) sobre el tema, avances y areas de discusion.

- marco tedrico o encuadre de referencia de la investigacion: con qué enfoque, conceptos, dimensiones 0 modelos se abordo el
tema/problema.

La rabia es una enfermedad viral zoondtica, que produce una encefalitis aguda casi siempre
mortal una vez que han aparecido los sintomas clinicos. En hasta el 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 inoculacién de saliva
a través de mordeduras. La rabia esta presente en todos los continentes, excepto en la Antar-
tida, aunque mas del de las muertes humanas se registran en Asia y Africa. Se estima un
numerode 000 muertes anuales en todo el mundo. La rabia ocurre en dos formas epidemio-
l6gicamente diferentes: rabia urbana, con el perro como reservorio y transmisor vy la rabia sil-
vestre, con diferentes especies de vida silvestre actuando como reservorios o transmisores. El
agente causal de la enfermedad de la rabia es el virus rabico (RABV), miembro del género Lyssa-
virus perteneciente a la familia Rhabdoviridae. El genoma del RABV esta constituido por una
molécula de ARN de cadena simple, no segmentada, de polaridad negativa, de aproximada-
mente 12 Kilobases (Kb). Los genes N, P, M, G y L codifican para la nucleoproteina, la fosfopro-
teina, 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 co-
dificantes compuestas por un dinucleétido entre los genes N y P, dos pentanucleétidos entre los
genes Py My My Gy 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 prg
teina. Es responsable de la adsorcion del virus a su receptor especifico presente en la superficie
de las células blanco. 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 4 0 trimeros de glicoproteina G, distribuidos en la superficie exterior de cada vi-
rién. La vacunacion es la herramienta principal para la prevencion y control de la enfermedad.
Sin la administracion de vacuna, la progresion de la infeccidon por RABV 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, ratdn lactante, rata lactante)
y una posterior inactivacion por métodos fisicos como la luz ultravioleta. Hay una tendencia
mundial para discontinuar su producciéon y, por ende, su utilizacién dado que, por su naturaleza,
existe registro de apariciéon de eventos adversos de sindromes tipo Giullain-Barré. La presencia
de mielina presente en el tejido nervioso utilizado como sustrato, puede generar la aparicion de

anticuerpos contra la mielina propia de los individuos vacunados, con la consecuente respuesta
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autoinmune. Otra desventaja de estas vacunas es que se necesitaban un nimero muy alto de

administraciones para lograr la inmunizacién (el altimo esquema aprobado abarcaba 14 dosis
en el rango de 1 mes). Es por estos motivos que la OMS/OPS ha recomendado la utilizacién de
vacunas de segunda generacidn, que en lugar del tejido nervioso, la amplificacidn 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 disminucion 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 desven-
tajas relacionadas con su obtencion y administracidn. Esto se debe a que la produccién requiere
la utilizacidn y el sacrificio de un gran nimero de animales, o la manipulacion de grandes canti-
dades del patdgeno en plantas productoras, con estrictas condiciones de bioseguridad. Esto im-
plica que el personal debe estar especificamente entrenado y poseer inmunidad, con un titulo
de anticuerpos protectores validado. Entre las desventajas inherentes a su aplicacién podemos
mencionar la aparicidén de reacciones adversas locales asociadas a los adyuvantes presentes en
la formulaciény la posibilidad de transmision de patdgenos no detectados (virus, bacterias, prio-
nes). 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 aproxima-
damente tres décadas. En este sentido, existen numerosos informes en la bibliografia que des-
criben la utilizacién de vectores virales (replicativos o no) para el clonado y la expresion de la
glicoproteina G del RABV, principal antigeno responsable de inducirinmunidad celular y humoral
protectora en el hospedador. De este modo, se obtuvieron virus recombinantes basados en ade-
novirus canino y humano, en herpesvirus canino, en virus rabico no replicativo, en virus de la
pseu-dorrabiay en los siguientes poxvirus: vaccinia  virus vaccinia modificado, cepa Ankara (Md

difiedvaccinia virus: MVA) racoonpox, fowlpox y canarypox (CNPV). La inmunizacion de ratones
y otras especies con estos vectores confirid proteccion frente al desafio letal con virus rabico.
En Argentina, ocurrid un caso de rabia humana tanto en 2021 como en 2022, cuando el dltimo
caso databa de 2008 en la provincia de ujuy. La rabia canina esta restringida a las provincias del
norte, pero controlada, gracias a la intervencion de los estados nacional, provincial y municipal
con campafas de vacunacion y de promocidn 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.

El Servicio Vacuna Antirrabica (SVAR) perteneciente al Instituto Nacional de Produccién de Bio-
I6gicos (INPB) en el &mbito de la Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud
(ANLIS) “Dr. Carlos G. Malbran” tiene vasta experiencia en el desarrollo de vacunas antirrabicas
de segunda generacién, basadas en amplificacién viral sobre distintos tipos de cultivos celulares
y su posterior inactivacion (Tesis de Maestria de avier De Filippo). También realiza trabajos en
cooperacién con el Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO) del Centro de
Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas pertenecientes al Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria. Como resultado de esta interaccidn se desarrollaron vectores recom-
binantes que expresan la glicoproteina del virus rabico, especificamente un virus vaccinia modi-
ficado, cepa Ankara (Modified vaccinia virus: MVA) (tesis doctoral de la Lic. Débora Patricia Ga-
ranzini), que son potenciales candidatos a vacunas de tercera generacion. Las respuestas humo-

ral y celular inducidas por vacunas antirrabicas son consideradas mecanismos importantes para
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la proteccién contra la rabia, sin embargo, se han reportado diferencias en la respuesta celular

@umvsnsmo SECRETARIA DE INVESTIGACION

inducida por vacunas atenuadas o inactivadas. El Bacilo Calmette-Guérin (BCG), una de las vacu-
nas mas ampliamente usada a nivel mundial, se encuentra entre los inmunomoduladores usados
para mejorar la vacunacién. BCG produce una respuesta inmune que incluye reaccion de hiper-
sensibidad retardada, produccién de interferén gamma y diversas interleukinas que conducen a
una respuesta inmune de tipo Th1l. Se ha sugerido que lainmunidad mediada por células desem-
pefia un papel importante en la defensa del huésped contra ciertas infecciones virales.

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 resp ecto,
describir los métodos, técnicas, instrumentos y materiales utilizados para indagar el problema de investigacion. Explicitar las uni-
dades de andlisis, los criterios de seleccion de muestras o casos. Indicar asimismo las formas de procesamiento y andlisis de los
datos recolectados.

En el momento de inicio del proyecto, a partir de marzo 2020, se decreto el aislamiento social,

preventivo y obligatorio impuesto a nivel nacional en el contexto de la pandemia CoVID-1 , prd
vocando limitaciones en la disponibilidad del personal abocado a este proyecto. A pesar de ello,
se pudo avanzar con el cronograma propuesto, pero no cumpliendo todos los objetivos, tal como
fuera informado en reuniones del Consejo Asesor.

Puesta a punto de plataforma de cultivo celular en suspension:

Se disolvid polvo para preparar CD BHK-21 Production Medium (Gibco) en agua calidad mili i
formulado segun indicaciones del proveedor. 10 L de medio fueron esterilizados por filtracidn
en cartucho de nylon 0,2 (Pall technologies) y alicuotado en botellas tipo Schott de 1 L. Se
realizé un control de esterilidad seglin Farmacopea Argentina en caldos tioglicolato, tripticasa-
soya y sabureaud, en el que se evalua la presencia de microorganismos contaminantes durante
14 dias( a3 Cylosrestantes atemperatura ambiente)

Para iniciar la puesta a punto del sistema de crecimiento celular en suspensién con el medio
formulado estéril, se descongeld una ampolla de células BHK del banco trabajo del SENASA (an-

2 m

claje dependiente) conservada en nitrégeno liquido (-1 6 C) en un frasco de cultivo de
con 10 ml de medio constituido en un 2 por el medio CD BHK-21y por un MEM-D suple-
mentado con 10 de suero fetal bovino (SFB), de forma de ir adaptando las células al nuevo
entorno. Se incubaron 48 hs a3 Cy luego se trataron con tripsina 0,2  para amplificar la
biomasa celular a 2 frascos de cultivo de 2aon 0 ml de medio, esta vez con una relacién
1:1 entre ambos medios. Luego de 48 hs de incubacién a3 C, se amplificaron, tripsinizacion
mediante, a 2 frascos de cultivode 1 0 dnNuevamente, tras 48 hs de incubacion, al llegar a
un 80 de confluencia, se tripsinizaron ambos frascos para desanclar las células y traspasarlas a
un botellén de vidrio borosilicato, con sistema de agitacion de 1 L de capacidad (volumen de
trabajo de 0 ml) con medio CD BHKER@esarrollo celular se evalud por conteo de células
viables, en camara de Neubauer en alicuotas tomadas cada 24 horas, renovandoel 0 del me-
dio cada 24 hs.

Produccidn de virus rabico inactivado (VRI):

Una ampolla de células BHK conservada en nitrégeno liquido (-1 6 C) fue descongelada en un
frasco de cultivo de 2 cren 10 ml de MEM-D suplementado con 10 de suero fetal bovinp
(SFB). Se incubaron s 24 hsa 3 Cy luego se trataron con tripsina 0,2  (con EDTA) para am-

[

plificar la biomasa celular a 1 frasco de cultivode 1 0 cneon 0 ml de medio. Luego de 48 h

a3 C,setripsinizaron las célulasy fueron transferidas a un spinner flask de 12 ml conteniendo
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0,3 g de microcarriers Cytodex 3 (Pharmacia) en 100 ml de MEM-D SFB 10 Seincub6a3 C
y con una agitacion de 30 rpm. Se procedio a realizar un conteo de células viables en cdmara de

Neubauer cada 24 hs para evaluar el crecimiento celular. Cuando la densidad celular fue de al-
rededorde1 20 células/microcarrier se produjo la infeccién con 10 ml de virus rabico (VR) cepa
CVS-BHK (titulo 105*DL /gml) a una multiplicidad de infeccién de 0,3 durante 0 minutos a tem-
peratura ambiente y luego incubados a 33 C con la adicién de 0 ml de MEM-D suplementad

O

con 2 SFB. Se cosechd por decantacidn de los microcarriers el sobrenadante, renovando cada
vez el volumen de medio (100 ml aproximadamente) a las 48 hs de inicio de la infeccidn, (C1), y
luego cada 2 hs (C2, C3y C4), cosechando un total de 4 sobrenadantes de cultivo.
Cada cosecha fue sometida a control de esterilidad y titulacién viral por ensayo de neuroviru-
lencia en ratén. Este ensayo consiste en inocular intracerebralmente 0,03 ml de diluciones se-
riadas en base 10 de cada suspension viral a grupos de 10 ratones para evaluar la dosis que mata
al 0 de los ratones (DL 0. Se observaron y regidammanifestaciones clinicas o muerte
de los ratones compatibles con infeccidn rabica durante 14 dias luego de la inoculacién. El ana-
lisis estadistico se realizd segliin método Reed-Muench.
Se poolearon aquellas cosechas que resultaron estériles y con un titulo superiora 10 DL /imly
se inactivaron con betapropiolactona 1:4000 durante 48 hs a 2-8 C, obteniendo virus rabico
inactivado (VRI). Luego se procedid a agregar thimerosal 1:20000 como conservante y llevado a
pH de ,Binalmente se realizé una clarificacién por centrifugaciéon durante 000 rpm durante
min para eliminar debris celulares. El producto final VRI, fue controlado mediante ensayos dg
esterilidad e inocuidad en ratdn sobre el VRI. Este Ultimo ensayo consiste en inocular 0,03 ml de
la suspensidn de VRI en 20 ratones para evaluar la presencia de virus residual no inactivado. Se
observaron y registraron si ocurrieron manifestaciones clinicas o muerte de los ratones compa-
tibles con infeccion rabica durante 21 dias luego de la inoculacién.

Produccion de MVA-RG:
Un stock viral de MVA-RG de 10 UFP/ml crecido sobre cultivo primario de fibroblastos de em-

brién de pollo (FEP) se adapto al crecimiento cultivo con MEM-D SFB 10 en monocapgd de
células BHK por pasajes en ciego cada 6 hs hasta presencia de efecto citopatico en al menos
0 delas células. Luego de pasajes, se cosechd en sobrenadante de cultivo y se sometid a 3
ciclos de congelado (- 0 C)/descongelado. Para titular el stock viral obtenido, se realizaron di-
luciones seriadas al décimo de la suspension viral. Monocapas de FEP 0 confluentes, crecldas
en placas de 6 pocillos (P6) se lavaron con PBS y se infectaron con 300 L de las diluciones virales
correspondientes. Luegode 4 minde adsorciona3 C, con agitacioncadal min, losindculos
se descartaron y las monocapas se lavaron nuevamente. Posteriormente, se agregaron 3 ml de
medio de placa semisélido. Se dejo solidificar a temperatura ambiente durante 20 min y luego
se incubo en estufa gaseada hasta la visualizacion de las placas de lisis (  dias posteriores a la
infeccidn). En ese momento, se agregaron 2 ml de medio de placa semisdlido con sustrato y las
células se incubaron hasta la visualizacidon de placas de lisis azules. El titulo del stock viral se
expresd como unidades formadoras de placas de lisis (UFP) por ml, eligiendo la dilucién viral
donde se pudieran contar 10-30 placas de lisis/ pocillo de P6.
Con este stock viral, se infectaron con una moi de 0,1, 4 frascos de cultivo de 1 2 dencélulas
BHK ( ml deindculo c/u), incubdandose a3 C, durante dias, hasta presencia de efecto cito-
patico. Los sobrenadantes de cultivos se poolearon y fueron sometidos a ensayos de esterilidad

y titulacién en FEP.
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Produccion de BCG (Bacilo de Calmette-Guerin):
La BCG intravesical utilizada en el tratamiento del cancer de vejiga y que sera utilizada como

adyuvante vacunal en este proyecto, es una suspensién de micobacterias vivas de Bacillus Cal-
mette-Guerin. Su produccidn se realiza a partir de cultivos estaticos, es decir, el bacilo crece
formando una pelicula sobre la superficie del medio de cultivo Sauton (Van Deinse et al. 1950).
El proceso se inicid con la siembra de un lote de trabajo obtenido a partir del lote semilla secun-
dario de la cepa Pasteur 1173 P2 en cultivo estacionario, sobre el medio bifasico Sauton-papa
contenidos en tubos Roux. Los mismos se incubaron a 37°C entre 20 y 30 dias. En este tiempo el
crecimiento bacilar en el medio sélido (papa) se extiende en forma de velo fino sobre el medio
liquido.

Luego, pequeiias cantidades de este velo fueron transferidos a Erlenmeyer de 250 ml, conte-
niendo medio Sauton, con ayuda de un ansa espiralada (primer pasaje a medio liquido o S1) de
forma tal que la pelicula haya quedado flotando en el medio. Se trasladaron cuidadosamente a
camara de 37 °C para evitar que la pelicula se moje o hunda, para incubarlos por el término de
7 a 10 dias. Al cabo de ese tiempo, se realizd un nuevo pasaje (segundo pasaje o S2) en las
mismas condiciones que en el S1, tomando esta vez un indculo mayor para ser transferido a 450
ml de Sauton contenidos en Erlenmeyer de 1000 ml. Luego de 7 u 8 dias incubados a 37 °C la
pelicula desarrollada fue cosechada.

Los velos del cultivo Sauton, de 7-8 dias, fueron seleccionados por sus caracteristicas de creci-
miento normal (pelicula rugosa que trepod aproximadamente 1 cm por encima de la pared del
Erlenmeyer) y ausencia de contaminacion de otros microorganismos.

Los mismos fueron filtrados a través de un embudo Birkhaug que retiene la biomasa celular que
se colecta en condiciones de esterilidad. Este material contiene un émbolo con una graduacion
(medidas Birkhaug) que permite estimar el peso himedo aproximado de masa microbiana de
BCG. Cada medida Birkhaug equivale aproximadamente a 6,66 gramos de peso hiumedo de BCG.
Luego de escurrido libremente el medio de cultivo, se presioné el émbolo del embudo Birkhaug
para liberar el resto de medio. De esta forma se obtuvo una pastilla compacta que era necesario
disgregar y homogeneizar, para obtener bacilos sueltos y en pequefios grumos.

La disgregacion se realizé haciendo una molienda de la masa bacilar en un kitasato con bolillas
de acero inoxidable de 7 mm de didmetro, haciéndolo rotar a 30-40 vueltas por minuto por un
periodo de 30 minutos en un rotor mecanico.

Por ultimo, los bacilos se suspendieron en glutamato de sodio (excipiente protector de la viabi-
lidad de BCG, no tdxico en humanos), a una concentracién de 200 mg/ml.

En este punto se realizaron los siguientes controles para evaluar la calidad del producto obte-
nido

Pureza: Para determinar la ausencia de microorganismos contaminantes, la pureza de los culti-
vos fue ensayada en placas de agar Tripticasa soya (TSA) y tubos con Caldo Tripticasa soya (TSB)
y tioglicolato. Todos fueron incubados a 35°C + 2°Cy a 22°C+ 2°C por el término de 14 dias (Far-
macopea Argentina).

Identidad: Para la identificacién de BCG Pasteur se realizd una PCR multiple que identifica dis-
tintas regiones de diferencia presentes o ausentes en las diferentes sub cepas de BCG. La PCR
multiple amplifica 6 regiones gendmicas diferentes.
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Grado de agrumacidn: Las muestras obtenidas fueron coloreadas por la técnica Ziehl Neelsen
para observar su agrumacion en los campos microscépicos examinados. Los bacilos deben pre-

sentar una coloracién roja debido a la fucsina basica después de la decoloracidn con alcohol-
acido
Viabilidad: 1.Ensayo de TT: 100 pl de diluciones seriadas de muestra fueron colocadas por sex-
tuplicado en una placa de 96 wells de fondo plano (NUNC). Ademas, se utilizdé 100 ul de medio
Sauton como blanco del reactivo, por triplicado. Por Gltimo, 25 pl de una solucién de TT 3mg/ml
(conteniendo 0.1% de menadiona sodio bisulfito trihidrato de MP Biomedicals,Inc) se agregaron
por triplicado a cada muestra de BCG y al blanco de reactivo. El resto de los wells sin reactivo de
TT represento la turbidez de cada muestra sembrada. La placa se incubd durante 3 hs a 372C
al resguardo de la luz. Las densidades dpticas fueron medidas a una longitud de onda de 450 nm
usando un lector Labsystems Multiskan Reader. El nimero de bacterias viables por ml fue de-
terminado por la ecuacién de una curva de calibracion establecida con una suspensién de BCG
patrén, donde se relaciona la absorbancia (450 nm) en funcién de las Unidades Viables/ml, pre-
vio establecimiento de la correlacidn entre este método ( TT) y el de conteo de UFC en medio
sélido Middlebrook. La relacion es lineal y responde a la ecuacion: ABS (450nm) 0,441 UFC/ml
—0,1073 con la cual se calcula el valor de unidades viables por ml. 2. Conteo de colonias en
medio solido: A una solucién de 1 mg/ml de cada cultivo se le realizaron diluciones seriadas en
medio Sauton: a) 1:1000 b) 1:2000 c) 1:4000 y d) 1:8000, 20 pl de las diluciones b y c se sembra-
ron por quintuplicado y 20 ul de la dilucidn ¢ en diez pocillos de una placa de 24 pocillos con
medio Middlebrook 7H11 suplementado con OAD. La dilucién “a” se sembré como control de
crecimiento. Las placas se incubaron a 37°C y luego de 15 dias, aproximadamente, se contaron
las colonias con una lupa binocular. Para obtener el valor de UFC/ml al nimero de colonias con-
tadas se lo multiplica por el factor de dilucién y por 50 que es la conversién de los 20 ul (volumen
sembrado) para llevarlo a mililitro. El resultado fue sometido a andlisis estadisticos, la variacion
entre el conteo de colonias para una misma dilucion es verificada por el test de Chi-cuadrado y
las diferencias entre las medias obtenidas por diluciones consecutivas fue verificada por el test
t-Student. Paralelamente se realizé el conteo de una BCG control o de referencia interna (OMS
1977).
Se procedié a la formulacién del producto final, por dilucién a una concentracion bacilar final de
120 mg/ml con glutamato de sodio 1,5% y entre 0,5 a 1,9 x 10° bacilos vivos/ml de producto.

Evaluacidn del efecto adyuvante

Para evaluar la mayor eficacia vacuna en las formulaciones con BCG como adyuvante, se realizd
un ensayo de potencia relativa. Para ello, alicuotas de 6 ml tanto de VRI como de MVA-RG fueron
suplementadas con un volumen minimo (160 microlitros) de vacuna BCG de forma tal de tener
concentraciones bacilares de 10°, 108 y 10. Con esas alicuotas, se inmunizaron en forma intra-
peritoneal grupos de 10 ratones con 2 dosis de 0,5 ml de cada una con 7 dias de diferencia. Se
largaron controles negativos para evaluar el efecto de la BCG per sé, con 6 ml de PBS y las mis-
mas concentraciones de BCG y, también, ambas vacunas sin adyuvante. A los 7 dias de la primera
dosis, se procedid a realizar un desafio intracerebral con 0,03 ml de virus rabico fijo (cepa CVS-
desafio al 10%) a todos los ratones. El virus desafio fue diluido de forma tal que se inocule entre
12 y 50 DLso/raton. Se observaron y registraron las manifestaciones clinicas o muerte de los ra-

tones compatibles con infeccion rabica durante 14 dias luego de la inoculacién.
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Finalmente, para evaluar con mayor profundidad el efecto producido en las formulaciones con
BCG como adyuvante, se realizd un ensayo de potencia, segin método NIH. Para ello, alicuotas

de 6 ml de diluciones seriadas en base 5 de cada una de las vacunas fue suplementada con un
volumen minimo (160 microlitros) de vacuna BCG de forma tal de tener concentraciones bacila-
res de 10° 10°y 10’. Se largaron controles negativos para evaluar el efecto de la BCG per sé, con
6 ml de PBS y las mismas concentraciones de BCG y, también, cada vacuna sin adyuvante. Con
esas alicuotas, se inmunizaron en forma intraperitoneal grupos de 10 ratones con 2 dosis de 0,5
ml de cada una con 7 dias de diferencia. En paralelo y bajo el mismo, se inmunizaron ratones
con vacuna de referencia (provista por SENASA, 1 Ul/ml). A los 7 dias de la primera dosis, se
procedio a realizar un desafio intracerebral con 0,03 ml de virus rabico fijo (cepa CVS-desafio al
10%) a todos los ratones. El virus desafio fue diluido de forma tal que se inocule entre 12 y 50
DLso/raton. Se observaron y registraron las manifestaciones clinicas o muerte de los ratones
compatibles con infeccidon rabica durante 14 dias luego de la inoculacién. Se calculé la dilucidn
protectiva 50 (DPso) de cada vacuna para luego compararla con la vacuna de referencia, quedado
definido un valor antigénico para cada una. El analisis estadistico se realizé segiin método Reed-
Muench.

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 tema bajo estudio, formulacion 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 tltimo, desarrollar las conclusiones y reflexiones finales a las que se llegd luego de la investigacion, en relacién a los interro-
gantes y objetivos planteados.

Los controles de proceso de esterilizacién de medios de cultivo (CD BHK-21 Production Medium
y MEM-D) por filtracién en cartucho de 0,2 um (Nylon Sealkleen; Pall) fueron satisfactorios, es
decir, no hubo crecimiento microbiano durante los 14 dias, resultando productos estériles.

En lo que respecta a la puesta a punto del cultivo de células BHK en suspensidn, en los primeros
5 pasajes luego de descongeladas las células crecieron lentamente a densidades inferiores a 103
células/ml. En este punto, se detuvo el proceso de optimizacién del cultivo ante la falta de RRHH
para poder continuarlo, motivado por el aislamiento preventivo y obligatorio decretado por el
estado nacional al inicio de la pandemia. Lamentablemente, ante esta situacion, y, de forma de
retrasar lo menos posible el proyecto, se decidié suspender este objetivo y avanzar en la pro-
duccién de stock viral de VRI sobre cultivo agitado de células crecidas sobre microcarriers y de
MVA sobre cultivos celulares estaticos.

Foto 1: Células BHK crecidas sobre microcarriers a las 48 hs post-siembra (aumento 400 )

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires
Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 4667186/1529/4530
Internos: 134/350

Sec.investigacién@unm.edu.ar



I7UNWER5|DAD SECRETARIA DE INVESTIGACION
U econes Y VINCULACION TECNOLOGICA

Para la produccion del stock de VRI se poolearon las cosechas C2 y C3 que resultaron satisfacto-
rias para los ensayos realizados: estériles y titulos de 10”2 DLso/ml y 107 DLso/ml, respectiva-
mente. El volumen final fue de 200 ml, ajustados a un pH final de 7,4. El titulo del pool de ambas
cosechas fue 10”* DLso/ml. Luego de la inactivacién y formulacidn, los ensayos de inocuidad en
ratdn y esterilidad realizados resultaron satisfactorios, demostrando que el proceso de inactiva-
ciéon fue correctamente realizado. A partir de este momento, el producto pudo ser manipulado
sin condiciones de bioseguridad.

El titulo de MVA-RG producido fue 1,8 x 10° UFP/ml y el control de esterilidad fue satisfactorio.

Foto 2: Formacidn de placas coloreadas segun dilucion del stock viral para calculo del titulo.

El volumen final fue de 200 ml aproximadamente.
El stock de BCG producido fue de 50 ml de suspensidn de una concentracidn bacilar final de 120
mg/ml con glutamato de sodio 1,5% y entre 0,5 a 1,9 x 10° bacilos vivos/ml de producto.

Foto 3: Produccion de BCG

Los controles de pureza, identidad y grado de agrumacion resultaron satisfactorios.
Los resultados de los ensayos in vivo realizados se muestran en las siguientes tablas:

Tabla 1: Potencia relativa
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DE MORENO
5/BLG BLG 107 BOG 10° BCG 107 ' = ratones que sobravivieron al ensayo
[ [] v M v [ W M M = ratones que murieron durante el ensayo o tuvieron
|vvanc 7 3 7] 10 7 B 0 10 sintomatologia compatible con rabia al ditimo dia del mismo
[vma s [ 1] 10 w|le [ ND = no determinado
IFBS- L] 10 1 ] L] 10 o b Li] REF = vacuna de referencia DILAB-SEMASA (1 1U/ml)

Con estos resultados, podemos afirmar que la BCG en ninguna concentracidén produce respuesta
inmune inespecifica que proteja a los ratones contra el desafio con virus rabico. En lo que res-
pecta a VRI, se evidencia que no existe diferencia significativa comparando la vacuna sin adyu-
vante con las diferentes concentraciones de BCG. El MVA-RG solo induce una menor proteccion
al desafio con el virus rabico, pero cuando se agregan las distintas concentraciones de BCG, se
produce un efecto contrario al que se pensaba, ya el nivel de proteccidn desciende significativa-
mente, al punto de morir casi todos los ratones.

Tabla 2: Potencia VRI

5/BLG BLG 107 BCG 10° BCG 107

v ™ v M v ] v M DPy REF=174,9
VRI 1/5 10 0 10 o 10 o 10 0 DPy, VRI=1:153,3
VRl 1/25 ] g 1 1 o 1 DP,, VR BOG 10° = 1:176,5
VI 17125 7 3 7 3 3 6 4 DF,, VRI BOG 10° = 1-176,5
|res 0 10 ] 10 10 0 10 DP,, VRI BOG 10" = 1:142 0
|rEF 15 10 0 Ne [ ND [ no | nD | Mo | HD Valor antigénico VRI = 2,1 UI/ml
IREF 1/25 2 ND | ND | nD | ND | MD | ND valor antigénico VRI BLG 10° =24 Ulfml
IREF 1125 6 ND | ND | D | ND | MD | MD valor antigénico VRI BOG 10° =2 4 Ulfml
IREF 1/625 10 0 MR | ND | ND | ND | MD | ND valor antigénico VRI BCG 107 = 1,9 Ul/ml

Al analizar el efecto de las distintas concentraciones de BCG sobre las distintas diluciones de VRI
podemos afirmar que no existe un efecto significativo referente a la respuesta inmune frente al
desafio con virus rabico. Esto se traduce en valores antigénicos similares, comparados con la
potencia del VRI sin agregado de adyuvante.

Tabla 3: Potencia MVA-RG

s/BCG BOG 10° BCG 10° BCG 10

v im | v m| v | m| v |m DP,, REF = 1:74,9
[mva-re 1S 7 3 5 a 7 3 7 3 DP,, MVA-RG = 1714, 1
||w.rn-ne 125 3 7 z ! 2 B 3 7 DPsn MVEA-RE BOG 10° = 19,4
|M1.rn-HG 1125 | 2 8 1 g B 1 9 DPen MVE-RG BOG 10° = 1121
IP‘BS 0 (10| o | w| 0o | 1| 0| 10 DPy, MVEA-RG BOG 107 = 1125
[EE 10 | o | Mo | wo | no [ wo [ w0 | nD valor antigénico MVA-RG =0,2 UL/ml
Irer 1725 g 2 | mo | wo | mwo | wo| w0 | wo valor antigénico VRI BOG 10° =0,1 Uiyml
IREF 1125 a & | Mo | mD | MD | WD | MO | ND valor antigénico VRI BCG 10° =0,2 Ul/ml
[rer 1625 10 | o | mo | wo| Mo | wo | Mo | wD valor antigénico VRI BOG 107 =0,2 Ul

El efecto antagdnico observado en el ensayo de la Tabla 1, se ve sélo cuando el MVA-RG no se
diluye. En esta tabla, al igual que con VRI, las distintas concentraciones de BCG no muestran
diferencia alguna sobre el nivel de proteccidén que provoca la vacuna sin adyuvante. Por otro
lado, el titulo del stock de MVA-RG producido genera una proteccion claramente menor al VRI,
y mucho menor a lo esperado.

En conclusion, no se pudo cumplir el objetivo de puesta a punto de una plataforma de creci-
miento de células BHK en suspensidn por motivos ajenos al proyecto. Se decidié solucionar esta
dificultad de forma tal de tener vacunas para evaluar el efecto adyuvante de la BCG sobre el
desafio in vivo con virus rabico, considerando que el antigeno producido es idéntico en ambos

sistemas (crecimiento celular en suspensidn vs. estatico). Este proyecto proponia demostrar que
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la productividad tanto de MVA-RG como de virus rabico en células no adheridas seria mayor,

generando vacunas de mayor eficacia.

El efecto de la BCG como adyuvante de estas vacunas no mostro diferencias significativas en los
ensayos in vivo, con lo cual podemos concluir que el agregado de BCG en las concentraciones
evaluadas no mejora la respuesta inmune de los ratones desafiados con virus rabico.

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.

Queda pendiente poder poner a punto una plataforma de cultivo de células en suspensidn para
el escalado y mayor productividad viral.

La performance del VRI fue muy satisfactoria, considerando que el antigeno no fue sometido a
procesos de purificacion y concentracion, sentando un horizonte de eficacia muy promisorio. Al
ser un antigeno utilizado en la formulacidn de vacunas de uso veterinario es que los requeri-
mientos de calidad son menores que las de uso humano.

El titulo de MVA-RG fue menor que el obtenido en los trabajos previos. Para generar una res-
puesta inmune protectiva, debe ser, como minimo, de 107 UFP/ml. No encontramos en biblio-
grafia informacién que sustente el efecto antagonista de las distintas concentraciones de BCG
sobre la vacuna. Suponemos que la respuesta celular producida por el bacilo puede interferir
con la infeccién del MVA-RG en las células target.

Las concentraciones de BCG evaluadas fueron decididas en funcidn de un andlisis bibliografico.
Lamentablemente, los resultados de este proyecto son concluyentes respecto del efecto que
producen para este tipo de vacunas.

6. Bibliografia (min. 2 pagina- max. 4 paginas)
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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 €l plan de trabajo. Actividades no planificadas.

Como ya fue mencionado, el contexto pandémico impidié cumplir el objetivo de poner a punto
el cultivo en suspension de células BHK. Para enfrentar esta dificultad, se produjeron stocks vi-
rales sobre cultivos celulares en monocapa. Las actividades no planificadas se realizaron en fun-

cion de la solucion planteada.

2. Consolidacion del equipo de investigacion

Apellido y DNI Fechade | Maximo nivel | Categorizacion RoPR Pertenencia
Nombre nacimiento | educativo al- | docente inves-
canzado tigador
Pérez, 13852329 | 14/03/1960 | Universitario No categori- Director UNM/AN-
Oscar zado LIS
Riva, 25558097 | 03/11/1976 | Doctorado No categori- Co-director UNM
Diego zado
Arribi- 29193150 | 26/11/1981 Maestria No categori- | Docente investigadora | UNM/AN-
llaga, So- zado LIS
fia

3 Director/a//Co director/al investigador/a/ Auxiliar docente/ Becario graduado/Becario estudiante//Auxiliar estudiante. Si es beca-
rio/a, consignar institucion otorgante y tipo de beca (de iniciacion, estimulo, doctoral, postdoctoral, etc.)
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SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires
Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 4667186/1529/4530
Internos: 134/350

Sec.investigacién@unm.edu.ar
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